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Résumé : Le facteur de transcription IRF3 (Interferon-Regulatoiy Factor) possède
un rôle clé, chez les organismes supérieurs, dans l’induction d’une stratégie de lutte
contre les pathogènes, en régulant l’expression des interférons de type 1 et des gènes
inductibles par les interférons. Son activation est contrôlée, suite à l’infection, par
une série de protéines membranaires et intracellulaires, dont les Toli-like receptors
(TLR) et TIR domain-containing adaptor inducing interferon-13 (TRIF). La
phosphoiyÏation de la protéine TRIF est une étape probable de la cascade de
signalisation, mais les détails concernant ce phénomène sont encore obscurs. Notis
avons cherché à identifier tes sites possibles de phosphoiylation de TRIF. Nous
avons également montré que les bactéries Salinonella tvphiinurittm et
Escherichia. cou entéropathogène, activant les TLR, étaient capables d’infecter des
cellules en bloquant l’activation d’IRF-3. Enfin, nous avons mis en évidence qtte la
sous-unité Skp2 du complexe d’ubiquitine ligase SCF interagissait avec IRF-3 et
favorisait sa dégradation.
Mots clés: Inmiunologie, IRF-3, Toli-! ike receptors, TRIF, Salmonella typhiinurhim,
E.coli, ubiquitination, protéolyse.
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Abstract The transcription factor IRF-3 (Interferon-Regulatoiy factor) bas a key
role, arnong superior organisms, in establishing a defensive strategy directed against
invading pathogens, by regulating type 1 interferons and interferon-inductible genes
expression. Its activity is controlled, following infection, by numerous
transmembrane and intracellular proteins, including Toli-like receptors (TIRs) and
TIR domain-containing adaptou inducing interferon-f3 (TRIF). A probable and stiil
obscure step in the signaling cascade is the phospholylation of the protein TRIF. We
sought to identify the putative phosphoiylation sites ofTRIF. We have also found the
ability of the TIR activating bacteria SalnonelÏa tjpÏiiinuriuin and enteropathogenic
Escherichia cou to infect ceils by bypassing the activation oflRF-3. Finally, we have
shown an interaction between IRF-3 and the SCf ubiquitin-ligase subunit Skp2 and a
capacity of the latter to induce the degradation of the transcription factor.
Kev words: Immunology, IRF-3, Toil-like-receptors, TRIF. SahnoneÏÏa
tiphiintt’ritini, E. cou, ubiquitination. proteolysis.
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INTRODUCTION
Un défi auquel tout organisme vivant multicellulaire doit quotidiennement
faire face est celui d’empêcher l’intrusion et la réplication de pathogènes, bactériens,
viraux ou eucaiyotes, désireux de profiter du milieu homéostatique et riche en
nutriments qu’il constitue. Hôtes et pathogènes ayant conjointement évolués depuis
des millions d’années, des systèmes de défense élaborés se sont développés, connus
sotis le nom de système immunitaire, auxquels furent opposés par les pathogènes des
voies de contournement dont la diversité ne cesse de nous étonner. La découverte
aux XIXe siècle de l’existence d’organismes pathogènes microscopiques, les
«microbes », signa l’acte de naissance des disciplines fécondes que sont
l’immunologie et la microbiologie et permit à la médecine de gigantesques avancées.
Une des caractéristiques principales du système immunitaire est sa capacité à
discriminer le soi du non—soi, c’est-à-dire de s’attaquer à l’envahisseur, tout en
épargnant les composantes propres de l’organisme. Un dérèglement de cette fonction
est à l’origine de ce qu’on appelle les maladies auto-immunes (5).
La moelle osseuse, où résident les cellules hématopoïétiques, qui sont les
précurseurs des cellules sanguines (lymphocytes, granulocytes, éiythrocytes ou
plaquettes), est le site de production des cellules imnmunitaire majeures, et le site de
maturation de certaines d’entre elles. La migration de celles-ci vers les tissus
périphériques, le sang et le système lymphatique assure une surveillance constante
contre les pathogènes (126).
La complexité du système immunitaire a forcé la mise en place d’un système
de communication élaboré entre les diverses cellules les cytokines sont un groupe
hétérogène de protéines affectées à un tel rôle (139). Leur effet est en général médié
par des récepteurs spécifiques sur où à l’intérieur des cellules cibles et un parralèle
pourrait être fait avec le mécanisme d’action de certaines hormones (139). Dans la
catégorie des cytokines, se retrouvent principalement les interleukines (IL),
impliquées entre autre dans la prolifération et la différenciation cellulaire, les TNf
proinflammatoires et les interférons (IfN) (139). Ces derniers, qui seront traités en
détail plus loin, sont essentiels, par leur capacité à indtiire des gènes impliqués dans
le blocage de la réplication et de la dissémination virale et bactérienne (158), à la
lutte contre les pathogènes. Une stratégie de défense immunitaire implique donc une
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émission coordonnée et rigoureusement régulée de messagers chimiques signifiant
aux diverses cellules la présence d’envahisseurs et les incitant à y répondre.
Une telle régulation est prise en charge par des facteurs de transcription qui
sont capable de moduler l’expression des gènes par leur liaison à des sites
spécifiques de l’ADN. Le facteur de transcription IRF-3 se distingue par son rôle
majeur dans la régulation de l’expression des interférons de type 1 (16), alors qtie
Nf-icB contrôle, entre autres, celle d’interleukines (IL-l, IL-2, etc.), de l’IFN-, de
TNF-n, des molécules d’adhésion VCAM et ICAM et de la chimiokine RANTES
(80). Les connaissances actuelles sur les mécanismes moléculaires d’activation de
ces facteurs de transcription seront décrites plus bas.
1) Immunité adaptative
Jusqu’à très récemment, la dénomination de système immunitaire faisait
référence uniquement à ce que nous appellons l’immunité adaptative. Par ce terme,
on met en évidence la capacité de l’organisme à adapter sa réponse contre un
antigène donné et à concentrer ses efforts sttr son éradication. En général, la réponse
immunitaire adaptative confère une immunité protectrice contre la réinfection par un
même pathogène (126). Le système adaptatif se subdivise en deux grandes classes:
l’immunité humorale et l’immunité cellulaire (253).
L’immunité humorale implique la production par les lymphocytes B
d’anticorps circulant dans l’organisme et capables de se lier à l’antigène contre
lequel ils sont dirigés, neutralisant ainsi virus ou toxines bactériennes et les destinant
à la destruction par phagocytose ou par activation du complément (5).
L’immunité cellulaire fait entrer en jeu les lymphocytes T (prodttits dans le
thymus), dont le rôle est l’éradication de cellules infectées par des virus, des mycètes
ou autres (253). Les lymphocytes T, caractérisés par l’expression de protéines CD$ à
leur surface (126) possèdent des récepteurs hétérodimériques (TCR), de structure
semblable à celle des immunoglobulines, capables de reconnaître un antigène (5). Le
lymphocyte T cytotoxique CD8+ lié à son antigène détruit la cellule infectée en
perçant sa membrane à l’aide d’une protéine nommée perforine (16$).
Les lymphocytes T comprennent également un autre groupe, les auxiliaires
(helpers,.), dont les membres expriment à leur surface la molécule CD4. Ceux-ci se
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subdivisent eux-mêmes en CD4+ T,11 et en CD4+ T112 (126). Suite à la
reconnaissance d’antigènes présentés stir des CMH de type ii, à la surface de
macrophages infectés par des bactéries intracellulaires, les CD4+ T111 activent ceux
ci et enclenchent la destruction lysosomiale des pathogènes, en plus de relâcher
cytokines, comme l’interféron-y (IFN-y) (4), et chimiokines attirant les macrophages
ati site d’infection (126). Les CD4+ T112, les véritables helper ceils, ont pour rôle
principal la destruction de pathogènes extracellulaires dont les antigènes ont été
intemalisés et présentés par des APC, en activant les lymphocytes B (126).
Les lymphocytes B activés se différencient principalement en plasmocytes
spécialisés dans la sécrétion d’anticorps dirigés contre un antigène spécifique (253).
Peu d’antigènes sont capables d’activer directement les lymphocytes B, sans l’aide
des CD4+ Tt2 (126). Ceux-ci sécrètent, entre autres, les interleukines (IL) 4, 5, 10 et
13 (4). Pour leur rôle dans la coordination de l’activation de différentes cellules
immunitaires, les lymphocytes auxiliaires sont souvent appellés chefs d’orchestre du
système immunitaire: les effets majeurs sur l’immunité causés par leur destruction
par le VIH suffisent â ilLustrer lettr importance.
Centrale au système immunitaire adaptatif est la théorie de la sélection
clonale : l’organisme produit, par réarrangement somatique un nombre phénoménal
d’immunoglobulines et de récepteurs de lymphocytes B (8CR) et T (1CR) (259).
Lorsque tine cellule portant un récepteur donné reconnaît son antigène, elle
entreprend une multiplication en ceiltiles-soetirs identiques (clones) dirigées contre le
même antigène (253). Comme un pathogène donnée présente de nombreux
antigènes, son élimination est entreprise par une série de lymphocytes différents
dirigés contre lui.
Les différentes cellules immunitaires portant des récepteurs â antigènes
stibissent un tri dans les organes lymphoides centraux, la moelle osseuse et la rate
pour les lymphocytes B et le thymus potir les lymphocytes T, où ceux qui
reconnaissent des antigènes reliés au soi sont éliminés (193). On a récemment
découvert un facteur de transcription, nommé AIRE, qui régule l’expression dans le
thymus de gènes normalement exprimés dans divers tisstis, et dont les produits
servent à représenter une grande variété d’antigènes du soi (159). Les milliards de
possibilités de récepteurs différents impliqués dans l’immunité adaptative (8CR,
TCR, 1g) proviennent du réarrangement de gènes au niveau somatique (sôma:
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corps) par opposition, les récepteurs reliés à l’immunité innée ont une diversité de
pltisietirs ordres de grandeurs inférieui-s et ils sont transmis intégralement, de façon
germinale (i.e. par les gamètes) entre les générations.
2) Immunité innée
Au cours des deux dernières décennies, un volet original et jusqu’alors
négligé de L’immunité a fait son apparition l’étude de l’immunité innée. Longtemps
considérée comme une réponse immunitaire non spécifique de phagocytose
d’envahisseurs par les leucocytes, l’immunité innée a depttis révélé sa spécificité et
sa capacité de discernement entre le soi et le non-soi (4). Les immunologistes étaient
en effet subjugués par le système immunitaire adaptatif, et les tentatives afin de
donner un rôle significatif au système inné ont échouées jusque dans les années 80-
90. Charles A Janeway a, dans le cadre d’une conférence en 1989, le premier suggéré
que l’immunité innée soit le préambule, via la reconnaissance de produits microbiens
par des récepteurs alors encore inconnus, à l’immunité adaptative (9). Cette
proposition alors marginale a été confirmée en 1997 et 1998 par deux publications
dont il sera question plus loin (172, 200) le domaine de l’immunité innée a depttis
ouvert la porte à une nouvelle avenue de recherche atix possibilités thérapeutiques
énonnes.
Dans la catégorie de l’immunité innée entrent plusieurs systèmes permettant
l’éradication de pathogènes, et de plus en plus la voyons-nous interagir avec le
système immunitaire adaptatif, pour lequel elle jouerait un rôle fondamental dans
l’activation (194), par exemple en induisant la production de cytokines
proinflammatoires et l’expression de molécules costimulantes (134). La finalité de
l’induction de l’immunité innée serait l’induction de l’inflammation au site de
l’infection et le recrutement local subséquent de cellules immunitaires, telles les
macrophages. Encore une fois, la reconnaissance de ligands associés à des
pathogènes par les cellules du système immunitaire inné se démarque de celle
effectuée par le système adaptatif en faisant appel à des récepteurs n’étant pas le
proditit d’un réarrangement somatique.
La variété des systèmes de défense innée peut être illustrée par une stratégie
de lutte contre l’invasion bactérienne récemment mise en évidence, qui implique la
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lipocaline 2 des souris en étant dépourvues étaient victimes d’infection beaucoup
plus sérieuses par E.coli (66). Découverte pout son rôle dans l’organogénèse du rein,
chez le rat (266), cette protéine limite la croissance bactérienne en empêchant
l’acquisition de fer. Les bactéries puisent en effet leur fer chez l’hôte en sécrétant des
sidérophores qui lient le fer, puis sont ramenés à la bactérie par leur liaison à des
récepteurs spécifiques (260). La lipocaline 2 est capable de lier et d’ainsi séquestrer
les sidérophores de type catécholate, les empêchant de ramener vers la bactérie le fer
nécessaire à son métabolisme (66). Elle contribue ainsi à lutter contre les bactéries
pourvues exclusivement de récepteurs à sidérophores de type catécholates
l’existence de mécanismes semblables dirigés contre les autres sidérophores reste à
démontrer.
2.1) Cellules impliquées dans l’immunité innée
Une grande variété de cellules (épithéliales. musculaires, etc.) expriment des
récepteurs impliqués dans l’immunité innée et sont capables d’induire une réponse
immunitaire, cependant, se spécialisent dans cette fonction les macrophages, les
cellules dendritiques (DC) (133) et les cellules tueuses naturelles (NK) (113).
Ensemble, ces cellules participent â ta capture initiale et au traitement des antigènes
potentiels et à l’activation des lymphocytes B et T, en sécrétant des médiateurs
chimiques responsables de l’induction et de la régulation de l’inflammation et de la
réponse immunitaire (84) et/ou en présentant les antigènes (113). Les macrophages et
DC sont issus d’un précurseur commun, le progéniteur inyéloïde, alors que les NK
proviennent de la différenciation du progéniteur lymphoïde (126) (Figure 1).
a) Cellules dendritiques
Ee rôle le mieux connu des DC est la présentation d’antigènes aux
lymphocytes T, dont ils sont les activateurs les plus puissants, lorsque matures. En
périphérie, les cellules dendritiques immatures sont fortement endocytiques, mais de
mauvaises présentatrices d’antigènes (251). La stimulation de celles-ci par des
ligands tels le lipopolysaccliaride (LPS) bactérien, le CD4O ou le TNfu induit leur
maturation et l’expression de complexes majeurs d’histocompatibilité (MHC) de
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classe Il, ainsi que leur migration vers les ganglions lymphatiques, où ils présentent
les antigènes aux lymphocytes T naïfs (122). La maturation des cellules dendritiques
requiert l’activation du facteur de transcription NF-KB (206), dont il sera question
plus loin. Les celitiles dendritiques sont le premier rempart, passée la barrière
extérieure qit’est la peau, contre les envahisseurs pathogènes et les premières à être
activées (247). Cette activation, en pitis de les transformer en APC, induit leur
production de cytokines pro-inflammatoires (interleukine- 1 (IL-1), IL-6, TN Fa), de
IL-12 et de molécules costirnulatoires (CD8O et CD86) (247). L’[L-12 confère aux
lymphocytes T un phénotype Tfl I 1fNyh1rh1L5l0 et confère atix macrophages une
meilleure capacité à détruire les pathogènes internalisés (147).
b) Macrophages
Les macrophages (« grands mangeurs ») sont des cellules phagocytiques
myéloïdes, comme les DC, dont le rôle est semblable, au front de la lutte contre les
pathogènes. Ils sont capables d’assurer l’élimination des cellules apoptotiques, en
reconnaissant leurs apoptotic ceÏl-associated molectiÏar pattems (ACAMPs) ($7), de
présenter les antigènes (APC) et d’ainsi activer l’immunité adaptative ($4). À
l’image des DC et d’autres types cellulaires, ils expriment un grand nombre de
récepteurs, capables de détecter des ligands endogènes, comme le CR3 pour le
fibrinogène, ou exogênes, comme le TLR4 pour le LPS ($4). Ils sécrètent cytokines
et chirniokines, telles l’IL-l2 et les IfN de type 1 (15) et sont capables d’induire
l’inflammation (196).
e) Cellules tueuses naturelles
Les cellules tueuses naturelles (NK) médient la cytotoxicité et produisent des
chimiokines et des cytokines proinflammatoires telles l’IFN-y et le TNf (205). Elles
attaquent, de façon précoce, les cellules infectées par des pathogènes et ont un rôle
dans la destruction de cellules tumorales et la surveillance de tumeurs (205). Elles
détectent les cellules tumorales ou infectées grâce à une série de récepteurs capables
de reconnaître le « soi-induit » ou le « soi-manquant », c’est-à-dire la surexpression
ou la sous expression, induite par la transformation ou l’infection, de molécules de
1$
surface exprimées à tin niveau donné dans des conditions normales (113). Ainsi, il y
a modulation de l’immunité en fonction dti niveau d’expression de protéines
normalement associées au « soi ».
Loin de ce limiter aux seules cellules décrites ci-haut, les récepteurs
impliqués dans l’immunité innée sont, il convient de le répéter, exprimés sur une
pléthore de cellules, allant des cellules épithéliales aux cellules musculaires.
Moe11 ea.eue
Ce11u1-wouche
hématepoiétique
-
Figure 1: Hématopoïèse: les cellules-souches hématopoïétiques et leurs dérivés
sanguins. A partir d’un précurseur commun, les cellules souches hématopoïétiques,
se différencient en progéniteurs lymphoïdes ou myéloïdes, selon la localisation,
avant de générer les principales cellules immunitaires. Adapté de Janeway CA,
Travers P, Walport M, Shlomchik M. InvnunobioÏogv. 5 Edition, Garland
Publishing, New York, 2001.
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2.2) Pattern recognition receptors
À la base de l’immunité innée se trouvent les Pattern recognition receptois
(PRR) exprimés surtout à la surface des cellules présentatrices d’antigènes (APC),
comme tes macrophages et les DC. Ceux-ci reconnaissent un vaste répertoire de
structures, comprenant des protéines, des lipides, des saccharides et des acides
nticléiques, d’ origine exogène (84), nommés FatÏiogens associcited molecular
patterns (PAMPs), mais aussi des structures d’origine endogène. Ils ne sont pas, à
l’instar des immunoglobulines, le produit de réarrangements somatiques de gènes.
Leur nombre va croissant et seront ici répertoriés les mieux connus.
A) Récepteurs intracellulaires
j) Protéines NBS-LRR
Les protéines nucleotide-binding site and leucine-rich repeats (NBS-LRR)
sont capables de reconnaître les pathogènes et leurs dérivés à l’intérieur de la cellule
(33). 11 s’agit de protéines possédant des leticine-rich repeats (LRR) en C-tenninal,
dont le rôle est la reconnaissance de motifs liés aux pathogènes, un nucleotide
binding site (NBS) reqtiis pour leur oligomérisation, et un caspase-activating and
recrititment doinain (CARD) (33) (Figure 2). Les protein nucleotide-binding
oÏigomerization domain (NOD), membres de cette famille, ont été identifiées pour
leur râle dans la reconnaissance du peptidoglycane (PGN) bactérien: NOD1,
structurellement semblable au régulateur de I’apoptose Apaf-l, reconnaît l’acide y
D-glutamyl-rnesodiaminopimélique (iE-DAP) du PGN, alors que NOD2, semblable
à NOD 1 mais doté de 2 domaines CARD, en reconnaît le dipeptide MurNAc-L-Ala
D-isoGln (MDP) (241). Ces deux NOD reconnaissent donc des composants
différents du PGN bactérien. L’oÏigomérisation des NOD, suite à la recomiaissance
de leur ligand, est nécessaire au recrutement, via leurs domaines CARD, de la
sérine/thréonine kinase RIP2/RICK (123), qui mène ultimernent à l’activation du
facteur de transcription NF-icB (241). L’importance des NOD dans la modulation de
l’inflammation peut être illustrée par le fait que des mutations dans le gène nod2 sont
associées à une susceptibilité à la maladie de Crohn et au syndrome de Blau (33).
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Nod2 serait de plus impliquée dans l’élimination de la bactéi-ie intracellulaire
Sahnone!la dans les cellules épithéliales intestinales (109).
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Figure 2: Protéines NBS-LRR. Sont illustrés les principaux membres des protéines
NBS-LRR, avec leurs caractéristiques structurales.
Tiré de: Chamaillard M, Girardin SE, Viala J, Philpott DJ. (2003). Nods, Nalps and
Naip: intracellular regulators of bacterial-induced inflammation. CeÏÏ Micro bio!.,
5(9):581-92.
ii) RIG-I
L’ARN hélicase contenant une boîte DexD/H nommée retinoic acid inducible
gene I (RIG-I) a récemment été identifiée pour son rôle dans l’induction de
l’immunité imée en réponse à l’ARN double-brin (dsRNA) viral, un intermédiaire
de la réplication virale dont il sera question en détails plus loin (268). Chez des
cellules montrant une grande permissivité à la réplication du génome du virus de
l’hépatite C humain (HCV), Sumpter et ses collègues ont montré qu’il y avait une
mutation dans le gène inductible par les interférons, codant pour RIG-1 (235). De
plus, il a été démontré que le HCV a développé au cours de l’évoltttion une protéase
nommée NS3/4A capable de neutraliser l’action de RIG-l, et d’ainsi limiter la
production d’IFN de type I, permettant une évasion du système immunitaire et une
infection persistante (67). RIG-I possède donc tin rôle important dans la protection
contre le HCV, mais également contre le virus de Sendaï (5eV) et le vesicular
stomatitis virils (VSV) (235).
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Par un mécanisme dépendant de l’ATP, les ARN hélicases sont capables de
dérouler le dsRNA. La protéine cytoplasmique RIG-1 est capable d’interagir avec le
dsRNA et, via son domaine CARD en N—terminal, elle transmettrait un signal menant
à l’activation des facteurs de transcription Nf-KB et IRF-3 et à la production
d’interférons de type I (voir plus bas)(268). Il ne s’agit pas à proprement parler d’un
pattern recognition receptor, mais puisque RIG-I reconnaît une structure conservée
entre plusiettrs espèces, le dsRNA, elle a ici été classée parmi ce groupe.
B) Récepteurs membranaires
j) Récepteur du complément de type 3
Le récepteur T)pe 3 Compleinent Receptor (CR3, Mac-1, CD18/CD1 lb) est
une intégrine f32, récepteur pour le fragment iC3b du complément, dont la liaison
facilite la phagocytose/dégranulation, ainsi qu’une molécule d’adhésion facilitant la
diapédèse des leucocytes, dont il facilite te recrutement au site d’inflammation, à
travers l’endothélium (208). 11 est capable de former des complexes avec les
récepteurs ancrés au glycosylphosphatidylinositol (GPI) comme fc yRIIIB (CD 1 6b)
ou uPAR (CD$7), et de transmettre un signal transmembranaire menant à l’adhésion
au cytosquelette ou à la phagocytose et à la dégranulation (20$).
ii) Récepteurs scaveners
Les récepteurs scavenger (to scavenge faire les poubelles) sont une
appellation large pour définir tmne grande variété de récepteurs membranaires non-
apparentés, exprimés sur les macrophages et certaines cellules endothéliaLes et
possédant une spécificité pour les ligands polyanioniques ($4). Ils sont responsables
de l’accumulation d’esters de cholestérol dans les macrophages, de la formation de
gouttelettes de lipides et, ultimement, de l’athérosclérose (68). Les macrophages
expriment au moins 6 différents récepteurs reconnaissant les formes modifiées de
LDL (86). Les récepteurs scavenger se subdivisent en classe A (SR-A), type I et II,
glycoprotéines transmembranaires trirnériques (196). tel MARCO ($4), et en classe
B (famille CD36 et CD68) (68). Une fonction bien connue d’un SR-A est la
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phagocytose de thymocytes apoptotiques et de Neisseria meningitidis non-opsonisée
(196). Un exemple de SR-B est le récepteur SR-B1, de la superfamille des CD36, qui
lie fortement le HDL mais aussi les LDL natifs, acétylés ou oxydés (6$). Plusieurs
récepteurs scavengel lient les bactéries in vivo SR-A. MARCO, LOX-l et CXCLI6
($6), et ont, avec les récepteurs du complément, une fonction importante dans
l’internalisation des pathogènes par les APC (113).
iii) Dectine-1
La Dectine-l est un récepteur de type lectine, exprimé faiblement ?t la surface
des macrophages et fortement à la surface des DC (72), et capable de reconnaître les
f3-Glucans non—opsoniques, comme le zyrnosan, une particule issue de la levure et
composée majoritairement de polysaccharides (24). 11 s’agit d’une protéine
transmembranaire de type 11, de 244 acides aminés, poilant en C-terminal un motif
de reconnaissance des polysaccliarides (il). Le zymosan, son ligand le pius
important, active les cellules du système réticulo-endothélial, et confère une
résistance à certaines tumeurs et infections (24). La dectine-1 interagit de plus avec
les lymphocytes T, indépendamment des f3-Glucans ($4).
iv) Récepteur du mannose
Le récepteur du maimose et autres lectines de type C sont exprimés par les
macrophages, les DC, et qttelques cellules endothéliales ($4). La famille est forniée
de quatre glycoprotéines, le récepteur du mannose, le récepteur M-type des
phospholipases sécrétoires A(2) (PLA(2)R), DEC-205/gp200-MR6 et
Endo 1 80/uPARAP, chacune étant un récepteur transmembranaire de type I, avec un
domaine N-terminal riche en cystéine, un domaine fibronectine de type II et de $ à
10 domaines Ïectin-flke (59). Les ligands du récepteur du mannose sont les
mamioses, fticoses ou G1cNAc retrouvés à la surface de bactéries, de mycètes, de
parasites et de celltiles infectées par des virus ($4). Cette famille de PRR est
impliquée dans des fonctions complexes reliées à la « clairance », l’homéostasie,
l’immunomodulation et la défense de l’hôte ($4). De plus, le récepteur du mannose
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est capable de reconnaître des autoantigènes et des molécules potentiellement
dangereuses issues du soi, et d’en assurer la disposition ($4).
y) Toïl-like receptors
Finalement, les Toti-tike receptol-s, découverts en 1997 (172), codés pal- un
homologues du gène toit de Drosophila melanogaster, dont le produit a un rôle dans
l’embiyogénèse ($), seront abordés en détail dans la prochaine section.
2.2.1) Les Toil-like receptors
2.2.1.1) Toil chez Drosophila iitelano’aster
Le nom TolI-like fait référence au gène toit de Dmsoph lia melanogaster,
impliqué dans la polarisation dorso-ventrale de l’embryon (8, 99) : l’absence
d’expression de ce gène par la mère en cause la dorsalisation complète (76). Chez cet
insecte, le gène code pour le récepteur transmembranaire Toll, qui, suite à la
reconnaissance probable du facteur Spatzle, recrute l’adaptateur Tube afin d’activer
la sérine/thréonine kinase cytoplasmique Pelle (23$). Ceci induit la dégtadation de
Cactus, inhibiteur des facteurs de transcription Dorsal, chez la larve, et DIF (Dorsal
related immluhity factor) chez l’adulte, apparentés â Nf-KB (116). Dorsal ou DIF
peuvent alors transloquer au noyau et activer la transcription de gènes impliqués dans
l’embiyogénèse (23$). La similarité avec le mécanisme d’activation du facteur de
transcription Nf-icB, décrit plus loin, est frappante et met en évidence une origine
évolutive commune (116) (figure 3).
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Figure 3 Comparaison entre la voie de signalisation associée au Toil de ta
drosophile et à celle reliée aux récepteurs TIR et IL-J R des mammifères,
médiée par NF-KB. Le ligand de Toil est Spatzle, alors que l’IL-IR lie l’IL-l et les
TLR des PAMP, tels le LPS. La ligne pointillée en Tube et MyD88 signifie une
moins grande homologie de séquence qu’entre les autres facteurs. Modifié à partir
de Kaisho T, Akira S. (2001). Dendritic-cetl ftinction in Toll-like receptor- and
MyD$8-knockout mice. Trends JnnnttnoÏ., 22(2):7$-83.
En se basant sur cette ressemblance, une équipe a montré un nouveau rôle du
récepteur Toll de la drosophile dans la lutte contre les mycêtes pathogènes, en
régulant l’expression du gène de la drosomycine, un antifongique peptidique (150)
produit dans le corps gras, équivalent du foie chez la mouche (115). Une mutation dtt
gène toIÏ induit chez la drosophile une grande vulnérabilité à l’infection fongique. Il
semblerait que le récepteur ToIl soit responsable, chez cet insecte, outre
l’embiyogénèse, de la lutte contre les infections fongiques et les bactéries Gram
positif; la défense contre les bactéries Gram négatif serait prise en charge par la voie
IMD (151). La protéine de 25kDa IMD (immtme deficiency), pourvue d’un domaine
Death, est un homologue de la protéine RIP (TNF-receptor interacting protein),
retrouvée chez les mammifères (75), et depuis identifiée pour son rôle dans la
signalisation du système immunitaire inné (174).
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2.2.1.2) Découverte des Toil-like receptors
La découverte du rôle immunitaire de Toi! chez la drosophile, en plus de sa
ressemblance avec ie récepteur I de l’interÏeukine I de t’humain (IL—IRI) (57), ont
stimulé la recherche d’un système homologue chez les mammifères. Celui—ci fut
trouvé en 1997, lorsque l’équipe de Medhzitov clonât et caractérisât, chez l’humain,
une protéine transmembranaire, homologue de Toil et pour cela nommée TolI-like
receptor, dont un mutant constiattivement actif était capable d’activer la voie NF-KB
(1 72). Peu après, Poltorak et ses collègues ont inontré qu’une mutation dans le gène
tlr4, chez des souris C3H/HeJ et C57BL/lOScCr les rendait résistantes aux
endotoxines, mais très sensibles aux infections par des bactéries Gram négatif (200).
Un lien a ainsi été établi entre le TLR4 et le récepteur longtemps recherché dii
lipopolysaccharide (LPS). Peu à peu, d’autres TLR furent découverts (207), dont le
nombre atteint aujourd’hui 10, plus un onzième chez ta souris (271).
Les TLR reconnaissent des structures nommées PAMPs (pathogen
associated molecular patteru), retrouvées chez les pathogènes, mais absentes chez
les mammifères (239). Alors que l’antigène typiquement reconnu par un anticorps est
une structure tridimensionnelle bien précise, par exemple un petit fragment de
protéine, le PAMP est une structure conservée chez différents pathogènes, comme le
flagelle bactérien (100) ou l’ARN dotible-brin viral (dsRNA)(6). Un TLR donné
pourra donc reconnaître le même PAMP issu de plusieurs espèces, alors qu’un
anticorps est, dans la majorité des cas, si spécifique à son antigène, qu’une
divergence d’un seul acide aminé, ou une légère modification de la structure
tridimensionnel le, entre deux protéines homologues provenant d’espèces différentes
suffira à abroger sa liaison (5).
Suite à la liaison de leurs ligands, les TLR sont capables d’activer, entre
atitres, les facteurs de transcription NF-KB et IRF-3; les voies menant à l’activation
de ceux-ci seront traitées en détail plus loin. En plus d’induire une réponse
immunitaire pro-inflammatoire, par la transcription de gènes spécifiques, les TLR
participent à la phagocytose de bactéries. En effet, la liaison de ligands aux TLR
induit la production par les macrophages de récepteurs scavenger, tels SR-A, LOX-l
et MARCO, par un mécanisme conservé entre la souris et l’humain, impliquant
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l’interleukine-l receptor-associated kinase-4 (IRAK-4) et p38 (56). Ce phénomène
est induit le plus fortement par TLR9, et le plus faiblement par TLR3.
2.2.1.3) Structure, classification et liands des TLR
Les TLR ont tous en commun un domaine extracellulaire composé de
répétitions riches en leucine (LRR) (207), un domaine transmembranaire, et un
domaine cytosolique nommé TolÏ-Interlet1’kin-l Receptor domain (TIR) (57). Le
domaine extracellulaire est responsable de la recormaissance des ligands, alors que le
domaine cytosolique sert au recrutement des molécules impliquées dans la
signalisation intracellulaire.
On classe les TLR dans la superfamille de protéines nommée l’IL-IR/TLR
superfamily, dans laquelle sont inclus des récepteurs transmembranaires et des
adaptateurs intracelluLaires (57), tous caractérisés par la présence d’un domaine TIR
(figure 4).
Le sous-groupe 1 contient les récepteurs apparentés à celui de l’IL-lRl,
comme IL-18R et TIGGIR: bien qu’ils partagent avec les TLR le domaine TIR
cytosolique, leur domaine extracellulaire est cependant formé de modules
immunoglobulin (1g) (57).
Le sous-groupe 2 contient les TLR, en plus de 9 protéines présentes chez la
drosophiLe, dont Toli, l8-Wheeler, Mstprox et Tehao (57). Dans ce groupe se
trouvent également le produit du gène de résistance au virus de la mosaïque dti tabac,
N (257), le produit du gène de résistance RRP5 de Arabidopsis thaÏiana, contre la
moississure pathogène Peronospora parasitica (192), et enfin le produit du gène de
résistance contre MeÏampsora liai, L6, chez le lin (148). On trouve donc dans ce
sous-groupe des protéines issues autant de mammifères, que d’insectes ou de plantes,
ce qui montre la conservation inter-espèces de cette classe de récepteurs et donc leur
importance et leur ancienneté. Ainsi, les TLR humains sont plus apparentés au Toil
de drosophila meÏanogaster qu’au IL-IRÏ humain (207).
Finalement, le dernier sous-groupe contient une série de protéines
cytosoliques qui servent comment adaptateurs dans la signalisation intracellulaire, y
compris dans celle reliée aux TLR. Ces protéines, par exemple myeÏoid
differentiation factor 88 (MyD88), ou TIR-domain containing adaptor inducing
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1F1V/3 (TRIF), ne comprennent que le domaine intracellulaire portetir du TIR (57)
(figure 4).
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Figure 4 : Membres de la superfamille inter!ettkbz-1 receptor/Totl-tike receptor.
Modifié à partir de: Durme A, O’Neill LA. (2003). The interleukin-1 receptor/ToÏl
like receptor superfamily: signal transduction during inflammation and host defense.
Sc1STKE., (171):re3.
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La phylogénie permet de classer les TLR humain en 5 grandes familles
TLR3, TLR4 et TLR5 forment chacun une famille; TLRJ, TLR2, TLR6 et TLRIO
en forment tine quatrième et TLR 7, TLR$ et TLR9 en forme une cinquième (figure
5) (23$). TLRÏ et TLR6 sont les plus proches évolutivement, probablement te
produit de la duplication d’un gène, avec 69,3% d’identité de séquence d’acides
aminés (23$).
a) TLR1, TLR2 et TLR6:
Les ligands de TLR2 connus sont les lipoprotéines, les peptidoglycanes et
l’acide lipotéichoïque des bactéries à Grarn+, le lipoarabinornannane des
mycobactéries, les ancres glycosylphosphatidyl inositol (GPI) de Tiipanosoma crttzi,
le zymosan issus de mycètes et les glycolipides de Treponema maltophihun, ainsi
que certains types de LPS (241). De plus l’hémagglutinine du virus de Measles induit
la signalisation via TLR2 (20).
TLR2 forme des dimères avec TLR1 (244) et TLR6 (243), ce qui lui permet
de faire la distinction entre lipoprotéines diacylées ou triacylées. En effet, des
macrophages issus de souris TLRF’ perdent la réponse aux lipopeptides triacylés,
figure 5: Arbre phylogénique des TotI-like receptors humain.
Takeda K, Kaisho T, Akira S. (2003). TolI-like receptors. Annu Rei’ hmnunol.,
21:335-76.
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mais conservent celle aux lipopeptides diacylés (244), alors que des macrophages
issus de souris TLR6 - montrent un comportement inverse (243). De plus, TLR2
interagirait d’une quelconque façon avec le PRR dectine— 1, mentionné plus haut, qui
aurait sur lui un effet synergique dans l’induction du factetir de transcription NF-KB
par des particules contenant des f3-glucans et dans la production de IL-12 et de TNF
par des macrophages et des DC (72). finalement, le PRR CD36 serait impliqué dans
la reconnaissance de diacylglycérides microbiens, et participerait donc à la
reconnaissance de quelques ligands associés à TLR2 (114). Ainsi, la mutation
rendant non fonctionnel CD36 indtiit un phénotype immunodéficient, où des
macrophages sont insensibles â l’acide lipotéichoïque et â l’énantiomère R du
lipopeptide bactérien diacylé MALP-2, et où des souris homozygotes sont
hypersensibles à l’infection par StapÏiylococctis aureus (114).
Enfin. TLR2 est exprimé dans le cerveau, le coeur, les mttscles et les poumons
(57), TLRY est exprimé de façon ubiquitaire et très forte (207) sur tous les
leucocytes, incluant les monocytes, les leucocytes polymorphonucléaires, les
lymphocytes T et B et les cellules NK (178), alors que TLR6 est exprimé dans la
rate, le thymus, les ovaires et les poumons (242), sur une variété de types cellulaires.
b) TLR 5:
TLR5, qui ne semble pas dimériser, reconnaît la flagelline dtt flagelle
bactérien, provenant indifféremment de bactéries Gram+ et Grain- (100). Des études
de délétion et de mtttagénèse ont permis de cibler le site précis d’interaction entre
TLR5 et le flagelle. Il s’agit de 13 acides aminés impliqués dans les interactions
intennoléculaires des protofilaments du flagelle (228). Ce TLR est exprimé surtout
dans les ovaires et sur les monocytes (57).
c) TLR7 et TLR$:
Jusqu’à récemment, on ne connaissait que des ligands synthétiques pour
TLR7, exprimé chez les DC plasmacytoïdes (PDC) (57), et TLR8. En effet, TLR7 et
TLR$ humains lient les imidazoquinolines, dont un membre, l’imiquimod, sert â
traiter les verrues génitales (241). On ne connaît pas bien le mécanisme d’action de
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l’imiquhnod, niais il semblerait qu’il active les cellules mononucléaires
périphériques à produire de l’IFN-u, et les macrophages à produire les IL-l, IL-6 et
IL-8, ainsi que du TNF—a (]39). Chez la souris, TLR7 i-econnaît en plus l’ioxoribine,
possédant des activités anti-tumorales et anti-virales (241). Les TIR ne reconnaissent
donc pas uniquement les composants microbiens, mais atissi des composés
synthétiques utilisés en clinique : un screening des composés activant les TIR
pourrait donc avoir d’utiles applications cliniques (238).
Il a récemment été montré qtie TLR7 et TLR8 reconnaissaient des séquences
riches en GU d’ARN simple-brin (ssRNA) issus du virus d’immunodéficience
humain (HIV1), ce qui menait à l’activation de DC et de macrophages (103). Ceci
démontrait un potentiel immttnostimulant jusqti’alors inconnu au ssRNA. De plus, le
ssRNA du virus de l’influenza et du Vesictilar Stomatitis Virus (VSV) stimule TLR7
et induit la prodtiction de cytokines inflammatoires uniquement lorsqtie la voie
endocytique est intacte (50, 162). Ceci suggère une localisation endosomiale de TIR
7, et peut-être TLR8. Or, le ssRNA endogène, contrairement au ssRNA viral,
n’atteint nomalement pas les endosomes : TLR7 et TLR8 distingueraient ainsi entre
le ssRNA d’origine endogène et d’origine virale grâce à leur localisation
subcellulaire (50).
Il est finalement intéressant de noter que TLRl, TLR2 et TIR 6, cousins
évolutifs, sont spécialisés dans la reconnaissance des lipoprotéines, et que TLR7 et
TLR$, membres d’une autre famille, se lient surtout aux acides nucléiques.
d) TLR9:
Ce TIR, exprimé chez les cellules dendritiques plasmacytoïdes (PDC), mais
pas rnyéloïdes (MDC) (255), est hautement homologue des TLR7 et TLR$ (23$). Il
reconnaît l’ADN CpG non-méthylé (105) en interagissait directement avec lui. Le
motif nucléotidique optimal reconnu, chez l’humain, est GTCGTT (17).
Rare chez les mammifères, et en général méthylé sur les résidus cystéine, le
motif CpG est en revanche fréquent et non méthylé chez les bactéries. La liaison de
ces acides nucléiques à TIR9 induit une forte réponse inflammatoire, de type TI
(105). 11 existe deux types d’ADN CpG: le type B/K conventionnel, induisant
fortement les cytokines proinflammatoires telles l’IL-12 et le TNF-a, et le type A/D
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modifié, ayant un fort effet positif sttr la production d’IFN-a par les PDC, mais peti
d’effet sur la production d’IL-12 (241). Les deux groupes d’ADN CpG diffèrent par
leur séquence nucléotidiques et par le fait que le type A/D soit plus long et présente
des extrémités cohésives complémentaires (250). lis sont tous detix reconnus par
TLR9 (106).
Le virus de l’herpès simplex (HSV), contrairement aux plus petits virus,
contient une forte quantité d’ADN CpG. il a été montré que des PDC produisaient de
l’IFN-a en réponse au HSV vivant, inactivé, ou simplement à l’ADN viral,
conditioneÎlement à la présence de TLR9 et de voies endocytiques intactes (161). Il
existe cependant aussi une voie de réponse à HSV-1 indépendante de TLR9 (lii).
Ainsi, TLR9 confère une protection contre les envahisseurs bactériens ou
viraux et résiderait dans des vésictiles endocytiques (161), ce qui est supporté par le
fait que la liaison de TLR9 avec l’ADN CpG est favorisée aux pH acides retrouvés
dans les endosomes et les lysosomes (210). Cette reconnaissance virale semble
confirmée par la nécessité, chez la souris, de la présence de TLR9, en conjonction
avec TLR3, pour une lutte efficace contre le cytomégatovims murin (MCMV) (236).
e) TLRJO:
Le gène codant pour TLRIO est situé sur un locus partageant ceux codant
pour TLRI et TLR6. Il a été montré qu’il était capable d’homodimériser et
d’hétérodimériser avec TLR1 et TLR2 et qu’il était fonctionnel (98). Il est exprimé
d’une façon très restreinte, chez les lymphocytes B et les PDC (98). Cependant, il
reste toujours un récepteur orphelin et d’autres études sont nécessaires afin de lui
déterminer un rôle précis.
f) TLR4:
TLR4 fut le premier TLR à être découvert (172), pour son rôle dans la
reconnaissance du LPS bactérien (200), qui produit un état proinflammatoire
vigoureux et généralisé chez l’organisme infecté (203). De plus, TLR4 lie l’acide
lipoteichoïque (LTA), le taxol, un terpène issu de l’if occidental (Taxus brevUÏia),
ainsi que les ligands endogènes HSP6O, HSP7O, le domaine A des fibronectines,
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héparan sulfate et fibrinogènes, mais très fortes doses (241). 11 a été proposé que
TLR4 soit responsable de la reconnaissance du LPS de forme «conique» (e.g.
E.cofl, que le LPS de forme plus « cylindrique » (e.g. Poiphiivmonas gingii’aÏis)
soit reconnu par TLR2 et active un différent groupe de cytokines, et que le LPS
strictement cylindrique (e.g. Rhodobacter sphemides) soit incapable d’induire la
production de cytokines (183).
Le LPS bactérien est probablement reconnu en premier lieu par une protéine
de phase aigiie, produite dans le foie, nommée LPS-Binding protein (LBP) (218).
Celle-ci est capable de former de forts complexes avec le lipide A dti LPS, libre ou
lié à des bactéries. Le rôle de LBP circulante serait de faciliter la liaison du LPS à
CD 14, qui est une protéine de 55kDa recoirnue depuis longtemps comme un co
récepteur essentiel à la réponse cellulaire au LPS (90).
CD14 se retrouve sous deux formes libre (sCDl4) (248) ou ancrée par GPI à
la surface des monocytes, macrophages ou leucocytes polymorphonucléaires
(mCDI4) (189). La forme libre sert à transporter le LPS vers des cellules dépourvues
de mCDl4, comme les cellules épithéliales ou endothéliales. CDI4 aurait donc
comme but de lier le LPS et de le présenter au récepteur (189). Le fait que des souris
dépourvues de CDÏ4 soient capables, suite à la stimulation au LPS, de produire
quand même des protéines de phase aigu, laisse penser qu’il y aurait peut-être un
moyen pour les cellules de se passer de CDÏ4 pour charger le LPS (102).
Une troisième molécule impliquée dans la reconnaissance du LPS est MD2.
Un mutant ponctuel MD2 exprimé avec TLR4 abolit la réponse au LPS, alors que
l’introduction de MD2 sauvage renverse ce phénotype non-répondant (216). Lorsque
co-exprirnés, TLR4 et MD2, qui fonuent des polymères, s’associent dans le
réticulum endoplasmique/cis-Golgi, l’excès de MD2 étant excrété dans le milieu
(251). De très faibles quantités de MD2 sont nécessaires à permettre la réponse au
LPS. Son rôle précis est de faciliter la liaison de TLR4 au LPS et la formation de
complexes stables de plusieurs TLR4, détectés au microscope électronique à
balayage, nommés réceptosomes (252) (figure 6). 11 a récemment été montré que
CDI4 favorise grandement la formation du complexe LPS/TLR4/MD-2 en aidant le
chargement de LPS sur TLR4/MD2, mais pas l’interaction directe avec le complexe
(3).
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La stimulation de TLR4 induit ultimement la production d’une variété de
cytokines proinflammatoires, comme le TNF-a et 1’IfN-f3, ainsi que d’autres
protéines proinflammatoires, telle la NO sintÏiase inductible (iNOS) (1 89).
On retrouve de grandes quantités de TLR4 dans le placenta et les leticocytes
périphériqttes du sang (57), ainsi que sur les adipocytes 3T3-L1 de souris (157) et les
cellules musculaires lisses vasculaires (214). 11 est de plus connu que TLR4 est
exprimé sur les macrophages présents dans les plaques athérosclérotiques riches en
lipides, et que son expression est augmentée par le oxLDL (261). L’expression de
TLR4 sur les monocytes et les leucocytes polymorphonucléaires est induite par le
LPS et les cytokines proinflammatoires, alors que l’IL-lO annule cet effet (178).
Une propriété intéressante du LPS est le blocage, d’une manière ne dépendant
pas uniquement de TLR4, de la différenciation de monocytes inflammatoires en DC,
au site de la reconnaissance du PAMP (209). Les mécanismes précis déterminant la
différenciation des monocytes soit en macrophages, soit en DC sont encore obscurs,
mais on sait qu’environ 25% deviendront des DC et migreront aux ganglions
lymphatiques afin de présenter les antigènes, alors que le reste deviendra des
macrophages résidants (204). 11 semblerait que l’inhibition de la différenciation en
DC et de la migration subséqtiente aux ganglions lymphatiques, chez ces 25% de
monocytes, bien qu’elle bloque l’induction du système immunitaire adaptatif, ait
pour but d’empêcher l’évasion des bactéries intracellulaires hors dti site
d’inflammation, en utilisant les DC migrant (209).
Un intérêt particulier lié aux recherches sur TLR4 vient du fait qu’il n’existe
jusqu’à maintenant aucune approche thérapeutique efficace contre le choc sceptique
induit par le LPS, causant plusieurs morts annuellement (189).
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Figure 6: Réceptosonie TLR4. TLR4, aidé de MD2, forme des complexes de
plusieurs récepteurs afin de faciliter la liaison du LPS/LBP, dont le chargement est
favorisé par CDI 4 (voir texte).
g) TLR3:
TLR3, phylogénétiquement éloigné des autres TLR, serait cependant plus
similaire aux TLR7, TLR8 et TLR9, responsables dc la reconnaissance d’acides
nucléiques étrangers au soi (170). Suite à sa stimulation par l’ARN double-brin
(dsRNA), TLR3 active les facteurs de transcription IRF-3 et NF-KB (voir plus bas),
induisant entre autres la production d’interférons de type 1 (6) et la maturation des
DC (238). Les interférons-j3 viennent en retour augmenter la transcription du gène
tlr3, et la quantité d’ARNm de TLR3 (104). Ce récepteur est une protéine formée de
904 acides aminés (207), spécialisée dans la reconnaissance de l’invasion virale, qui
possède un domaine extracellulaire de 23 répétitions riches en leucine (LRR) et des
régions riches en cystéines en C-terminal et N-terminal.
L’ARN double-brin, le principal ligand connu de TLR3, est soit un
intermédiaire nécessaire dans la synthèse d’ARN viral, soit un produit secondaire de
la transcription symétrique du génome de virus à ADN (125, 23$), c’est-à-dire que
chaque brin utilise l’autre comme amorce à la réplication. L’analogue synthétique,
plus stable, de l’ARN double-brin, le poly(I :C) est aussi un inducteur puissant de la
production d’IFN (170). En réponse à son ligand, TLR3 induit rapidement, via les
facteurs de transcription IRF-3 et Nf-KB, les gènes de l’IFNJ3 et des cytokines
RANTES et IP-10, comme le fait TLR4 en réponse au LPS (55). TLR3 a donc un
rôle complémentaire à celui joué par RIG-I (voir plus haut) (67).
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En plus de détecter l’ARN viral, TLR3 aurait un rôle à jouer dans la réponse
immunitaire contre les cellules nécrotiques il a été montré qu’il induisait une
réponse suite à la liaison de l’ARNm associé â ou relaché par les cellules nécrotiques
(136). Comme l’inhibiteur de la kinase PKR, le 2-aminopurine, n’induit pas une
perte d’activation de rapporteurs luciférase (promoteurs de gènes induits par TLR3
couplés au gène de la luciférase chimioluminescente, comme ELAM, qui répond à
l’activation de NF—KB) suite â la stimulation par l’ARNm, il semblerait que cette
kinase ne soit pas impliquée dans ce mécanisme. (136). En effet, la kinase PKR a
préalablement été suggérée comme ayant un rôle. encore ambigu, dans l’activation
du facteur de transcription NF-KB suite à la stimulation de cellules att poly(I :C)
(130).
TLR3 se retrouve dans le cerveau, le coeur, les muscles, les reins et fortement
dans le pancréas et le placenta (57). On le retrouve également sur les DC, les cellules
épithéliales intestinales, mais pas sur les monocytes, les leucocytes
polymorphonucléaires, les lymphocytes T ou B, ni sur les cellules NK (170).
Contrairement â leurs homologues humains, les fibroblastes embryonnaires de souris
ne produisent pas d’IFN de type I en réponse au poly(I :C), ce qui suggérerait une
expression différente de TLR3 d’une espèce à l’atttre (170).
TLR3 est exprimé, du moins, chez les cellules dendritiques immatures (iDC),
dans des vésicules non identifiées, appartenant au système de trafic endocytique,
nommées corps multivésiculaires (MVB), alors que chez les fibroblastes et les
cellules épithéliales, on le retrouve à la fois à l’intérieur et sur la surface cellulaire
(169). 11 a récemment été montré qu’une région du domaine cytoplasmique de TLR3,
nommée Ïinker region, sise entre les résidus 730 et 755, était responsable de la
localisation vésiculaire de TLR3 chez les iDC (70). La nécessité de cette région pour
la transduction d’un signal suite à la stimulation de TLR3 par son ligand a de plus été
montrée. L’induction de gènes en réponse à la stimulation de TLR3 étant bloquée par
des inhibiteurs des tyrosines kinases, une équipe s’est intéressé à l’importance des 5
tyrosines présentes dans le domaine cytoplasmique de TLR3, et a montré leur
nécessité, en particulier la Tyr 759 (212), ce qui laisse penser que TLR3 est
phosphorylé. En effet, le rôle de la phosphorylation de TLR3 a été confinné pour
l’activation de la kinase TBK-l, menant à l’activation d’IRF-3, ainsi que pour le
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recrutement de la P13 kinase, qui, via la kinases en aval Akt, serait nécessaire à la
phosphoiylation et à l’activation complète de IRF-3 (213).
TLR3 ne serait cependant pas le seul acteur impliqué dans la réponse au
UsRNA des souris déficientes en TLR3 ne montrent qu’un défaut partiel dans leur
réaction au dsRNA, et l’introduction de poly(I:C) dans te cytoplasme de DC induit la
production d’IfN de type I selon un mécanisme partiellement dépendant de la
protéine kinase dépendante au dsRNA (Pl(R) (241). 11 convient également de
mentionner la protéine RIG-I, dont le râle important dans la lutte antivirale a été
montré (268).
Parmi tous les TLR, TLR3, humain ou murin, est le seul à ne pas partager une
proline dans sa queue cytoplasmique (10). 11 a été montré que ce résidu était
nécessaire à la signalisation par les autres TLR (133, 4). La proline étant un acide
aminé à la structure particulière, responsable de contraintes conformatiomelles chez
les protéines, sa présence modifie souvent fortement la structure secondaire du
polypeptide. Les souris mutantes C3H/HeJ, ne répondant pas au LPS ont justement
une mutation dans leur gène codant pour TLR4 de cette proline en histidine (P7 12H)
(203), tout comme des dominants négatifs TLR2 (P68 1H), TLR1 (P678H) et TLR6
(P691H) (91). L’absence de cet acide aminé chez TLR3 lui confère tine singularité
qui se reflète dans les molécules de signalisation adaptatrices y étant recrutées,
comme il sera décrit plus loin.
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Dépourvus d’activité enzymatique intrinsèque, les TolÏ-Ïike receptors doivent,
pour induire la transcription de gènes impliqués dans la lutte anti-pathogènes,
recruter des molécules de signalisation. La liaison de leurs ligands aux TLR induit,
dans le cas de TLRI, TLR2 et TLR6, l’hétérodimérisation (243, 244), et dans le cas
de TLR4, l’homopolymérisation (252). L’adaptateur inveloid d/ferentiation Jactor
88 (MyD8$), est capable de venir interagir avec le domaine TIR des TLR stimulés
par leurs ligands (100). Parmi les TLR, TLR3 fait figure d’exception, en n’utilisant
pas MyD88 pour transmettre un signal (131), alors que TLR2 et TLR4 requièrent
l’adaptateur TiR domain-containiizg adapter protein (TIRAP), aussi nommé AfyD88
adaptor-like (Mal), afin de recruter MyD$8 (263). Les voies de signalisation induites
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figure 7: TLR et leurs ligands. Les TLR sont des récepteurs transmembranaires
capables de reconnaître des patrons associés à des pathogènes (PAMPS). Les ligands
principaux, viraux et bactériens, étant reconnus par eux sont illustrés, Leur queue
cytoplasmique contient un domaine TIR chargé de recruter les adaptateurs menant à
la transduction du signal (voir texte).
Modifié à partir de: O’Neill LA. (2004). Immunology. After the toli rush. Science.,
303(5663): 1481-2.
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par les TLR et menant à l’activation des facteurs de transcription NF-icB, IRF-3 et
AP-l sont donc aujourd’hui séparées en MyD$8-dépendantes, menant
principalement à la production de cytokines pro-inflammatoires, et MyD8$-
indépendantes, qui mène également et surtout à ta production d’interférons de type L
La capacité des TLR à induire une réponse immunitaire est donc étroitement
liée à leur aptitude à activer principalement les facteurs de transcription NF-iB et
IRF-3. Ces detix protéine, dont les mécanismes d’action et les partenaires seront
détaillés plus loin, sont capables, suite à leur liaison à l’ADN sur des sites
spécifiques, d’induire la production de molécules impliquées dans la lutte anti
pathogènes, par exemple
a) Voie MyD8$ dépendante
MyD8$ a été identifié à l’origine comme gène de réponse primaire à la
différenciation myéloïde chez des cellules murines (160). Formée de 296 acides
aminés, membre de la famille des adaptateurs de la superfamille IL-IRITLR pour son
domaine TiR en C-terminal (figure 4) (241), il possède un domaine deatÏi en N-
terminal, qui a tôt fait supposer qu’il pourrait interagir avec d’autres protéines,
possiblernent des récepteurs membranaires (23). Les domaines TIR et death sont
séparés par un court domaine intermédiaire (ID) (127). Via son domaine TIR, il
interagit, suite à leur stimulation, avec les TLR1 et TLR5 à TLR1O, afin de mener à
la production de cytokines inflammatoires, telles le TNfu, l’IL-l et l’IL-6 (81)
(figure 8). Les TLR2 et TLR4 requièrent TIRAP (Mal) afin de s’y associer (voir plus
loin) et TLR3 n’ y fait pas appel.
La transmission du signal, à ta suite de MyD88 fait appel aux IL-1 receptor
associated kinases (IRAK). Ce groupe de sérine/thréonine kinases contient 4
membres connus, IRAK-1, IRAK-4, IRAK-2 et IRAK-M, les deux dernières étant
catalytiquement inactives (240). Elles possèdent tin domaine Ueath en N-terminal,
responsable de l’interaction avec MyD88, et un domaine kinase central (240) et sont
des homologues de la kinase pelle de la drosophile (figure 3) (129). IRAK-4 vient
donc interagir avec MyD8$ et recrute puis phosphoryle sa cousine IRAK- 1 (figure 8)
(153).
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Le membre de la famille des ttnnor necrosis /iictor receptor-associated
factors TRAF6, une RING domain ubiqtiitin Ïigase, est ensuite recruté ait complexe
et activé par IRAK- 1 (240). Autour de TRAF6 se forme alors tin imposant complexe
(240). 11 a été montré, d’abord pour le récepteur de t’IL-l. que TRAF6 interagissait
avec la MAPKK kinase TGf-f3-activated kinase 1 (TAK1), ce qui mène à sa
phosphoiylation et à son activation (184). Avant sa liaison à TRAF6, TAK1 forme
déjà un complexe avec les deux Taki binding profeins TABÏ et TAB2 (129).
L’interaction entre TAK1 et TRAF6/IRAKY se fait près de la membrane, mais après
dissociation des deux dernières molécules du récepteur (240). Par la suite, le
complexe TRAF6/TAKI/TAB l/TAB2 subit une translocation vers le cytosol, alors
que IRAKI est ubiquitinée et dégradée par un mécanisme impliquant le protéasome
(129). Trois autres protéines viennent s’ajouter au complexe : l’ubiqttitin co1/t’gating
enzyme Ubcl3 et la Ubc—flke protein UevlA, ainsi qu’une protéine nouvellement
découverte, TIFA (TRAF-interacting protein with a forkhead-associated domain)
(5$) catalysent la formation d’une chaîne de polyubiquitine sur TRAf 6 et sa
polymérisation, ce qui aurait pour effet de pennettre l’activation du complexe des
IKK (figure 8 et voir plus bas), étape suivante de la voie de signalisation (47). en
plus des MAP kinases, telles JNK, menant à l’activation du facteur de transcription
AP-1 (240).
La protéine ecsit (evoiutionan’ consen’ed intermediate in Toi! pathwavs) est
également capable d’interagir avec TRAF 6 et pourrait d’une quelconque façon
moduler l’activité de MEKK3, mais son rôle exact n’est toujours pas clair (101).
Le rôle de TAK1 serait de phosphoiyler et d’activer le complexe 1KB kinase
(11(K), fonné des sous-unités catalytiques IKKŒ et IKKI3, ainsi que de la protéine
d’échafaudage IKKy, ou NEMO (Nf-KB essential inodulator), qui viendrait à son
tour phosphrnyler 1KB, une protéine dont le rôle est d’empêcher la translocation de
NF-KB au noyau (5$). La phosphorylation de 1KB induit son ubiquitination, par le
complexe SCf (Skpl-Cullinl-Fbox)-f3TrCP E3, qui mène à sa dégradation et à la
libération du dirnère Nf-KB, formé classiquement des sous-unités p5O/p65 (101), qui
peut alors subir une translocation au noyau et activer la transcription de gènes (5$).
Vu la puissante réponse induit par l’activation de Nf-KB, des mécanismes
permettant l’adaptation cellulaire à une exposition prolongée aux ligands des TLR
existent, par exemple, l’expression de IRAK-M, MyDS8s et ToÏlip.
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IRAK-M, dont l’expression est restreinte aux monocytes/macrophages,
prévient la dissociation de IRAK-1 et IRAK-4 de MyD$$ et l’interaction avec
TRAf6 (144). 11 s’agirait d’un mécanisme de protection contre le choc septique
développé au cours de l’évolution.
Il existe un produit de I’épissage alternatif dti gène codant pour MyD$8,
nommé MyD88s, dont la stimulation chronique de monocytes au LPS induit
l’expression, qui est dépourvu du domaine intermédiaire (ID) (127). Contrairement à
MyD88, il ne peut interagir avec IRAK-4 et induire sa phosphoiylation. Sans IRAK
4 activée, IRAK-l ne peut être phosphorylée ni ubiquitinée, empêchant ainsi
l’activation de NF-icB en réponse au LPS OtL à I’IL-l (27). MyD$8s aurait donc un
rôle dans la tolérance aux endotoxines bactériennes, suite à une exposition prolongée.
De plus, il a été montré que la sitrexpression de MyD8$s n’empêchait pas
l’activation de JNK et l’induction de gènes rapporteurs sous contrôle de AP-1 : il
aurait donc un rôle de réglage fin de la réponse cellulaire au contact chronique de
LPS (128).
Tollip, identifié à l’origine dans ta signalisation reliée au récepteur de I’IL-I,
s’associe à IRÀK-1 (26) et IRAK-4, par lesquelles il est phosphoiylé (269). En
bloquant ensuite la phosphorylation et l’activité des IRAK, il agirait à titre de
régulateur négatif à la production de médiateurs proinflammatoires durant l’infection
et l’inflammation (269).
De plus, une récente étude montre que le transforming growtÏi factor-r3 1
(TGf-J31), qui est une cytokine anti-inflammatoire, induit la dégradation de MyD8$
par un système impliquant l’ubiquitination et le protéasorne il s’agit d’un moyen
pour réguler l’inflammation induite par la stimulation des TLR, mais qui touche
exclusivement la voie dépendante de MyD$8, donc pas la production d’interférons
(179). Par exemple, des souris dépourvues de TGf-r3 sont victimes d’inflammation
sévère, éventuellement mortelle, lors d’ infection par Mvcobacterium tuberculosis.
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figure 8: Voie de signalisation dépendante de MyD$$ reliée à la signalisation
des TLR. Modifié à partir de Janssens S, Beyaert R. (2003). Functional diversity
and regulation of different interleukin- 1 receptor-associated kinase (IRAK) family
members. Mot Ce!!., 11(2):293-302.
Il a été montré que des cellules déficientes en MyD$$ était capables d’activer
NF-KB, les MAP kinase et d’induire la maturation des DC, suite à la stimulation de
TLR4, mais pas TLR9, avec cependant une cinétique retardée (118). Homg et ses
collègues ont alors erronément identifié l’adaptateur TIRAP (Mal), une protéine de
235 acides aminés, également membre de la famille des adaptateurs de la
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superfamille IL—l RJTLR, niais dépourvu de domaine Ueath en N-terminal (figure 4)
(63), comme étant responsable, en aval de TLR4, «une voie de signalisation
indépendante de MyD$8 (11$). Une seconde équipe a indépendamment identifié
l’adaptateur TIRAP (Mal) et montré que son profil d’expression était similaire à
celui de MyD$$ et qu’il interagissait avec la kinase IRAK-2 ils ont proposé que la
signalisation par TLR4 impliquait un dimère TIRAP-MyDS$, qui recruterait IRAK-2
(63). La génération de souris knockout pour le gène TIRAP a montré que cette
protéine était impliquée, otitre TLR4, dans la signalisation liée à TLR2 (et à ses
codimères TLRI et TLR6), mais pas à TLR5, TLR7 ni TLR9 (119, 263). De pitis, il
a été montré que TIRAP n’était pas relié à la voie de signalisation indépendante de
MyD$8.
Jusqu’à ce point, aucune distinction fonctionnelle n’existait entre Mal et
MyD88 en découvrant que Mal, mais pas MyD88, possédait un site potentiel
d’interaction avec TRAF6 et qu’ils co-immunoprécipitaient, une équipe a finalement
permis de la montrer (166). Ce motif (PPELRF) est nécessaire à Mal pour induire
l’expression de gènes dépendant de Nf-KB et un mutant dans cette région,
MalE 190A, en perd la capacité, même s’il est toujours capable de lier TRAf 6 (166).
Le fait que le mutant Mal ne permette plus l’expression de gènes dépendant de NF
KB, bien que Nf-icB soit toujours relativement activé les laisse penser que Mal soit
requis pour la transactivation médiée par sa sous-unité p65. Ils ont proposé le modèle
de voie signalétique illustré à la figure 9.
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figure 9: Rôles de TIRAP et MyD8$ dans la signalisation reliée à TLR4 et
TLR2. Modifié à partir de Manseli A, Brint E, Gotild JA. O’Neill LA, Hertzog PJ.
(2004). Mal interacts with tumor necrosis factor receptor-associated factor (TRAf)-6
to mediate NF-kappaB activation by toli-like receptor (TLR)-2 and TLR4. J Bio!
Chem., 279(36):37227-30.
b) Voie MyD$8 indépendante
Avant la découverte de TIRAP (Mal), il avait été observé que des souris
déficientes en MyD$$ ne produisaient plus de cytokines proinflammatoires en
réponse au LPS, bien qu’elles continuassent, mais avec une cinétique retardée, à
pouvoir activer Nf-iB et JNK (140). Cette découverte a lancé plusieurs équipes sur
la piste d’une voie de signalisation reliée aux TLR, indépendante de l’adaptateur
MyD8$. D’un autre côté, il a été montré que le LPS était le seul composant
bactérien, en plus du dsRNA viral, à induire la production d’interféron-f3 (IFN-13)
(226), ce qui suggérait une voie particulière liée aux récepteurs du dsRNA et du LPS.
Enfin, TLR4, lorsque stimulé par le LPS, active le facteur de transcription IRf-3 et
induit la transcription de gènes sous contrôle d’IRF-3, tels IP-10, même dans des
cellules dépourvues de MyD$$ et de TRÀF6 (141).
Vers la même époque, Alexopoulou et ses collaborateurs ont identifié TLR3
comme étant un récepteur du dsRNA capable d’induire la production d’IFN de type I
et d’activer NF-KB et les MAP kinases indépendamment de MyD$$, en pitts de
TLR2
ou
TLR4
MaIEI9UA
MAP kinascs
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causer la maturation de DC (6). Or, il était connu que l’induction de la production
d’IFN par les virus impliquait IRF-3 (267). La stimulation de TLR3 impliquerait
donc une voie MyD8$ indépeiidante semblables â celle utilisée par TLR4, qui est le
seul TIR à signaler bilatéralement selon les deux voies. Celles-ci sont d’ailleurs
requises à la toxicité intégrale émanant de la présence de LPS et leurs effets sont
synergiques : la présence «une seule des dettx voies ne donne que 10% de la
quantité de TNF produit chez des cellules possédant les detix (112).
À la lumière de ces résultats, il était possible de déterminer qtte la voie de
signalisation liée aux TIR ne requérant pas MyD8$ permettait:
1) une activation retardée de NF-KB et JNK (140),
2) une activation de IRF-3 suite à la stimulation de TLR4 (141)
3) suite à la stimulation de TLR3 par le dsRNA, une activation de NF-KB
et des MAP kinases et une production d’IfN de type 1 (6), par un mécanisme
impliquant IRF-3 (276).
Une ou des molécules capables de suppléer à MyD88 dans cette voie ont alors
été recherchées. Le résultat fut la découverte de TRIF (TIR domain-containing
adaptor inducing 1FN-3) (262), aussi nommé TICAM-1 par l’autre équipe l’ayant
découvert (187). Capable d’interagir directement avec TLR3, sa surexpression induit
les promoteurs dépendants de NF-KB et d’IRE-3, alors qu’un dominant négatif
empêche l’induction de ces promoteurs par la stimulation de TIR3 (262). De plus, la
mutation Lps2, qui induit chez les souris la résistance au choc sceptique causé par le
LPS bactérien, a été identifiée comme étant localisée dans le gène codant pour TRIF
(Ï 12). Des macrophages déficients en TRIF montrent une forte diminution de
production de cytokines inflammatoires en réponse au ligand de TLR4, alors que des
souris knockout pour TRJf et MyD$8 perdent complètement l’activation de NF-icB
en présence de LPS (264). Ainsi le point commun essentiel dans la voie
indépendante de MyD8$, menant à l’activation de Nf-icB et d’IRF-3, et reliée à
TIR3 et TLR4, était découvert. Comme preuve supplémentaire de son importance, il
a été montré que TRIF induisait la translocation de IRF-3 au noyau, et qtt’ils co
immunoprécipitaient dans un même complexe (64). De plus, la surexpression de
TRIF induit les promoteurs de l’IFNÇ3, de la chirniokine RANTES, de IPYO (gamma
interferon-inducible protein) et des IFN-al/rt2 (64). Les figures 8 et Il illustrent les
différences entre les voies de signalisation dépendantes et indépendantes de MyD88,
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reliées aux TLR: plutôt que se former autour de MyD$8, le complexe de molécules
menant à l’induction génique se constitue avec TRIF comme base.
TR1F est une énorme protéine de 712 acides aminés, arborant un domaine
TIR (acides aminés 394-532) (figure 10), donc membre de la superfamille de l’IL
IR/TLR (figure 4), et exprimée de façon ubiquitaire (262). L’induction de la
transcription du gène frif est stimulée par les ligands de TLR2, TLR3 et TLR4, par le
TNFu et l’IL-la, mais est insensible aux IFN. Enfin, il semblerait que NF-KB, qui
possède un site de liaison dans le promoteur de trif en soit le principal modulateur de
la transcription (95). Par opposition. le promoteur de MvD88 ne possède pas de
motifs de liaison à Nf-KB, mais à STAT1, IRF-l et IRF-2 (97). Un mutant TRIF ne
contenant que le C-terminal et le domaine TIR perd la capacité d’une bome
induction des IFN, mais pas de Nf-KB, alors qu’un mutant contenant le N-terminal
et le domaine TIR active toujours NF-icB et la production d’IFN3 (174). Ainsi, le N-
terminal de TRIF serait impliqué dans l’activation d’IRF-3, alors que les deux
extrémités serviraient à activer NF-KB, possiblement par des mécanismes distincts
(voir plus bas, TRAF6 et RI? 1).
Les voies menant à l’activation de NF-KB et ATF-2/c-Jun sont connues
depuis longtemps, cependant, les kinases menant à la phosphorylation et à
l’activation de IRF-3, l’autre facteur de transcription induit par la voie de
signalisation indépendante de MyD88, ne furent découvertes que récemment. Les
deux kinases apparentées à IKK, TBKJ (T4NK-binding kinase-1) et IKK-c (hcB
kinase) ont été identifiées comme étant responsables de cette phosphrnylation de
IRF-3 (224, 65). Il sera question plus en détail de ces kinases plus loin.
La signalisation reliée à TLR3 et induite par le dsRNA ne fait probablement
pas appel à l’adaptateur MyD8$ (131) il n’y aurait donc chez TLR3 qu’une voie
indépendante de MyD88 et dépendante de TRIF, menant à l’activation de IRF-3 et de
NE-KB, contrairement à TLR4, qui utilise ou non MyD$8 (223). En effet, dans le cas
de TLR4, la voie dépendante de MyD8$ aurait pour rôle l’activation rapide de NF
KB et des MAP kinases, alors qtie la voie indépendante de MyD8$ servirait, en plus
d’induire la production d’interférons, à générer une deuxième phase, retardée,
d’activation des MAP kinases et de NF-icB (264). La singularité de TLR3 dans sa
capacité à lier directement TRIF et son incapacité probable à interagir avec MyD88
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pourraient être expliquées par l’absence dans sa queue cytoplasmique de la proline
conservée chez tous les autres TLR (10).
Pour ILR4, la liaison avec TRIF ne se fait pas directement l’adaptateur de
235 acides aminés TRAM (TRIF-related adaptor molecule) ou TICAM-2, un autre
membre de la superfamille de l’IL-lR/Toll (figure 4), est nécessaire comme
intermédiaire (188) (figure 10). Des souris déficientes en TRAM montrent en effet
un défaut dans la production de cytokines en réponse au ligand de TLR4, mais pas
des autres TLR (265). La production d’IFN-3 via la voie indépendante de MyD88 est
abolie chez ces souris lors de la stimulation de TLR4, mais pas de TLR3 (265).
Donc, TLR4 recruterait deux adaptateurs différents, TIRAP (Mal) et TRAM
(TICAM-2), qui s’associeraient à detix autres adaptateurs. respectivement MyD$8 et
TRIF (TICAM-1), pour activer les voies de signalisation dépendantes et
indépendantes de MyD8$ (188). La proline conservée dans le BB-ioop de la plupart
des domaines TIR ne l’est pas chez TRAM, où il y a à cette position une cystéine
elle est cependant simplement déplacée d’une position (64).
La capacité de TRIF à activer à la fois les facteurs de transcription Nf-KB et
IRF-3 a été reliée au fait qu’il puisse s’associer directement à des protéines
impliquées dans ces deux voies. En effet, on a trouvé un TRAf6-binding motif en N-
terminal de TRIF (PEEMSW acides aminés 250-255) (131), capable d’assurer une
liaison avec le domaine TRAF de TRAF6, impliqué dans l’activation de NF-KB,
ainsi qu’une capacité de TRIF à s’associer à la kinase TBKI, récemment découverte
pour son implication dans l’activation de IRF-3 (215) (figure 10). En revanche IKKE
ne semble pas capable d’interagir avec TRIF (215), bien qu’elle soit impliquée dans
l’activation d’IRF-3. La mutation dti TRAf6-binding motif de TRIF résulte en une
diminution de l’induction de promoteurs dépendants de NF-KB, mais pas d’IRF-3.
Comme le TRAF6-binding inotf est très près du site de liaison de TBKI sur TRIF, il
pourrait y avoir compétition entre les deux molécules, donc entre les deux voies de
signalisation (215).
Cependant, chez des macrophages dépourvus de TRAf6, Gohda et ses
collaborateurs ont remarqué une dégradation de IKBŒ et une activation des MAP
kinases, en plus de la production de TNFa et IL-6, d’une même ampleur et avec une
même cinétique que chez des macrophages de type sauvage, suite à la stimulation par
le ligand de TLR3, poly(I :C) (81). De plus la production de IPlO, controlée par la
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voie IRE-3/interférons, n’est pas bloquée chez ces macrophages: TRAf 6 ne serait
donc pas absolument nécessaire à la signalisation via TLR3 (81). Ceci, en
contradiction avec les observations précédentes (131), suggère donc un rôle de
TRAF6 limité è la voie dépendante de MyD88 (81).
Récemment, un nouveau motif d’interaction d’environ 35 acides aminés a été
découvert en C-terminal de TRIF, nommé RH 1M (RIP homotjpic interaction moti/
(174) (figure 10). En réponse au dsRNA, TRIE recrute via ce motif la
sérine/thréonine kinase RIP 1 (receptor interacting protein), déjà connue pour son
rôle dans l’activation de NF-KB par le TNf, qui vient activer Nf-icB, mais pas la
MAP kinase JNK, ni la production d’IFN-f3. RIPÏ remplacerait donc IRAKI, dont la
séquence est fort homologue, dans la signalisation reliée à TLR3. La kinase RIP3,
quant à elle, vient bloquer, en le phosphoiylant, l’effet de RIPI sur Nf-KB, et
pourrait peut-être servir è l’activation de JNK (174), mais ceci, tant que des souris
R1P3 ne seront pas disponibles, reste è montrer.
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Figure 10: Représentation linéaire schématique des domaines de TRIF et
des protéines s’y associant. La localisation sur TRIF des domaines est
indiquée par les chiffres au dessus de la protéine (1 è 712). L’adaptateur
TRAF6 interagit avec TRIF via un TRAf6-binding motif (aa 250-255). La
kinase TBK1 s’associe à TRIF dans une région voisine du TRAf6-binding
motif, mais encore indéfinie. Le domaine TIR de TRIF permet l’interaction
avec TLR3 et TRAM, alors que le domaine RHIM (RIF hornotipic
interaction inot/) permet le recrutement de RIP1. En gras sont indiqués les
sites potentiels d’une phosphorylation de TRIF (voir texte et figures 12 et 19).
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En plus de son rôle dans l’induction retardée de cytokines proinflammatoires
et dans celle d’interférons, TR1F médie également l’apoptose, via un mécanisme
différent impliquant son extrémité C—terminale (94). L’infection de cellules par le
virus de Sendaï induit l’apoptose, totit comme la surexpression de TRIF dans des
cellules HEK 293. L’apoptose n’étant pas bloquée par l’introduction de mutants 1KB,
IRF-3, IRF-7, TBKY ou IKK-c, celle-ci ne serait pas dépendante de l’activation
d’éléments ISRE et de NF-icB via TRIF. Il a été suggéré que l’apoptose passe par la
voie fADD/caspase-8, liée à TRIF par la molécule RIP (94).
La phosphorylation de TLR3 stir des résidus tyrosine spécifiques de sa queue
cytoplastnique, en particulier la Tyr759. suite à sa stimulation, a depuis peu été
soulignée, pour son rôle dans le recrutement de la phosphatidylinositol-3 kinase (P13
kinase) (213). Des mutants TLR3 incapables d’être phosphorylés, ou l’utilisation de
l’inhibiteur de la P13 kinase, LY294002, ont causé la perte de la capacité d’induire la
production de l’ARNm de p56, qui se fait directement via le facteur de transcription
IRF-3 liant le promoteur 1SG56. Cependant, l’inhibition de la P13 kinase oti son
incapacité à lier TLR3, n’ont pas empêché la dimérisation et la transiocation au
noyau d’IRF-3, mais seulement sa capacité à lier le promoteur 1SG56. Cette perte de
liaison d’IRF-3 au promoteur a été montrée comme la réstiltante de sa
phosphorylation incomplète, en absence de P13 kinase fonctionnelle. Il a été suggéré
que la phosphoiylation de TLR3 en Tyr759 mène au recrutement de la P13 kinase,
peut-être via un adaptateur inconnu, alors que la phosphoiylation en Tyr$58 mène à
l’activation de la kinase TBK1. La phosphoiylation d’IRF-3 impliquant la P13 kinase
ne se ferait pas directement, mais ferait appel à Akt et à d’autres protéines et la
kinase responsable de la phosphoiylation de TLR3 reste à découvrir. Il s’avère ainsi
que la voie d’activation traditionnelle d’IRF-3 via TBK-1 n’est pas suffisante, et que
la P13 kinase est aussi impliquée dans la signalisation indépendante de MyD8$.
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figure 11: Voies de signalisations médiées par IRIF lors de la
stimulation de TLR3 par l’ARN double-brin.
Les mécanismes précis de l’activation de TRIF sont encore nébuleux.
Cependant, on a remarqué que la co-immunoprécipitation de TRIF et de TBK1 a
produit sur gel SDS-PAGE une bande retardée associée à TRIF (figure 12), qui est
perdue lors de l’utilisation de TBKÏ sans activité kinase (TBK1 KN), qui n’est même
plus capable de lier TRIF (215). Ce retard sur gel pourrait signifier une
phosphorylation de TRIF, impliquant l’activité kinase de TBKI. La phosphorylation
est une modification post-traductionnelle réversible, fréquemment impliquée dans la
régulation de l’activité de protéines. Il n’a cependant jamais été démontré
directement que TRIF était phosphoiylé, et les sites de cette potentielle
phosphorylation de TRIF demeurent une terra incognita.
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Figure 12: La coimmunoprécipitation de TR1f et TBKJ montre sur SDS-PAGE
une forme de TRIF migrant plus lentement que la coIP de TRIF et TBK1 KN.
Modifié à partir de: Sato S. et al. (2003). Toll/1L-1 Receptor Domain-Containing
Adaptor Inducing IfN-B (TRIF) Associates with TNf Receptor-Associated Factor 6
and TANK-Binding Kinase 1, and Activates Two Distinct Transcription Factors, Nf
KB and IfN-Regulatory Factor-3, in the TLR Signaling. Tue Journal oflinniunologi’,
171: 4304-43 10.
3) Les interférons
La voie de signalisation reliée à TLR3 et TLR4, indépendante de MyD88 et
dépendante de TRIF mène à la production d’interférons (IFN) (64). Ces protéines, les
premières cytokines à l’être, ont été découvertes en 1957, et doivent leur nom à leur
capacité à interférer avec l’infection virale (124). En plus de leur implication dans la
lutte anti-virale, elles sont connues pour contrer l’infection par des bactéries et
d’autres pathogènes, en plus de participer à l’intégration entre la rapide réponse
immunitaire innée et les événements plus tardifs contrôlés par le système
immunitaire adaptatif (45). Les interférons n’induisent pas eux-mêmes une réponse
anti-pathogènes, mais activent une série de gènes dont l’action coordonnée empêche
la réplication et la dissémination de virus ou de bactéries (158).
Les interférons sont aujourd’hui subdivisés en deux classes : les interférons
de type I (IfN-Œ, IFN-f3, IFN-e, IfN-K, IfN-w, IfN-5, IFN-r et limitine, les trois
derniers ne se retrouvant pas chez l’humain) et les interférons de type II (IfN-y), en
pltts de cytokines de type interférons (IL-2$A ou IFN-X2, IL-28B ou IFN-23, et IL-
29 ou IfN-X1) (197). Les interférons de type I peuvent être produits par tous les
types de cellules, dans les conditions appropriées, alors que les IfN de type II,
51
activateurs des macrophages, sont restreints à certains types cellulaires cellules NK
et T111 activées, et, en présence d’IL-12 et d’IL-18. DC activées et macrophages (45).
On ne connaît qu’un gène (i/iB) codant pour I ‘IFN—f3, alors qu’il y a 13 gènes, très
apparentés, codant pour les IFN-a (15). Les IFN de type I et de type Il signalent par
des voies distinctes mais reliées des récepteurs spécifiques aux IfN de type I ou II
recrutent les Jantis kinases (JAK), qui propagent le signal via les signal tmnsdttcers
al?d activators of transcription (STAT) (figure 13) (230). Les STAT sont recrutés
aux récepteurs phosphorylés en tyrosine par les JAK, via leur domaine SH2 (45). Le
récepteur des IFN de type I consiste en deux chaînes, IfN-uRl et IfN-nR2c, alors
que celui des IFN de type Il est formé des chaînes IFN-yRl et IFN-yR2 (197).
L’activation des STAT, après leur liaison aux récepteurs, implique leur
phosphoiylation sur des résidus tyrosine spécifiques qui induit leur homo- oti
hétérodimérisation via des interactions entre domaines SH2 (Src homologv domain)
les dimères lient alors des séquences GAS (gamma-activated sequence) sur l’ADN
pour moduler l’expression de gènes (230). 11 existe différents STAT, formant une
variété de dimères, qui induisent des éléments GAS différents, établissant ainsi une
spécificité. De plus, les hétérodimères STATI/2 et l’homodimère STAT1 s’associent
à p48 (IRF-9), pour former le trimère ISGf3 (1fN-stiiiiulatedgene/ictor) qui lie sur
l’ADN des éléments ISRE (IfN—stinndated gene element) impliqués dans
l’expression de la plupart des gènes régulés par les IFN de type I et quelques-uns
régulés par les IFN de type IL (230). Bien que les IFN de type I utilisent
majoritairement STATI et STAT2, dans certaines cellules, et dans diverses
conditions, il peuvent se servir de STAT3, STAT4, STAT5 ou de membres des IRf
(197). En plus de la voie JAKJSTAT, les 1fN peuvent également activer, entre
autres, la P13 kinase, Akt, Nf-KB, p21(ras)/Raf-1/MAPK et P53 (197).
Il existe des mécanismes capables de bloquer la signalisation induite par les
interférons. Par exemple, PIAS3 (protein inhibitor of activated STA]) lie STAT3 et
l’empêche de former un complexe avec l’ADN (37). Un membre de cette famile,
PIASy interagit avec TRIf, ce qtii mènerait à l’inhibition de l’activation de Nf-KB et
d’IRF-3 via TRIF, mais pas de l’apoptose (270). Aussi, les SOCS (stippressor of
cytokine signaling,) inhibent la signalisation de cytokines via les voies JAK!STAT
par liaison directe au récepteur ou en empêchant l’accès au complexe de
signalisation, en plus de donner possiblement un signal vers la dégradation par le
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protéasome, dans le cas de JAK2 (13). Récemment, les SOCS ont été impliqués dans
la régulation négative de la production U’IFN-3 suite â la stimulation des TLR (13).
IFN.
.
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Figure 13: Voies de signalisation impliquant les JAKISTAT reliées aux
reécepteurs des IFN. Suite à la liaison des IFN aux récepteurs, les JAK activées
phosphorylent ceux-ci, qui recrutent alors les STAT. Les JAK phosphoiylent alors
les STAT, qui dirnérisent et transloqtient au noyau pour activer la transcription de
gènes sous contrôle de séquences GAS ou ISRE. Tiré de Decker T, Stockinger S,
Karaghiosoff M, Muller M, Kovarik P. (2002). IFNs and STATs in innate imrnunity
to microorganisrns. J Clin Invest., 109(1O):1271-7.
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3.1) Effets cellulaires et mécanismes de défense activés
Les effets, surtout autocrines et paracrines (267), des interférons sont
multiples, allant de l’activation des cellules NK, à l’inhibition de la prolifération
cellulaire et de la réplication virale (186), au contrôle de l’apoptose (230). Une étude
par DNA microarmis a montré que les gènes induits ou réprimés par les IfN se
comptaient par centaines (48). Par exemple, la maturation des DC est induite par les
IFN de type I. qui causent également une polarisation d’un sous-groupe de
lymphocytes T CD4 en T111 et Tf{2, produisant respectivement de l’IfN-y et de l’IL
4 en grande quantité (15). Les différents 1FN-a arborent des différences de l’ordre de
i0 dans leur capacité à activer les cellules NK, allant jusqu’à l’antagoniser (197).
Plusieurs mécanismes antiviraux sont spécifiquement modulés par les IFN,
par exemple, le système 2-5 oligoadénylate synthétase. le système de protéines de la
famille Mx et PKR (230) (Figure 14). Les gènes modtilés par les IfN incluent
également ceux codant pour iNOS. RANTES. MCP-1 et IP-10 (45).
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Figure 14: Systèmes antiviraux induits par les interférons (IFN).
Modifié à partir de : Stark, GR. (199$). How Cells Respond to Interferons. Annu.
Rev. Biochem., 67: 227-264.
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3.1.1) Système 2-5A
Le système 2-5A est activé par les interférons, de type I ou II et est impliqué
dans le clivage de l’ARN simple-brin (230, 32), d’origine virale ou cellulaire, ce qtti
limite la réplication virale et la croissance cellulaire (52). Cette voie de défense
antivirale est initiée par l’activation d’enzymes de la famille des 2-Soligoadénylate
synthétases (OAS), dont l’expression est induite par les interférons (31, 32) et
l’activation requiert la liaison directe d’ARN double-brin viral (78, 96). On compte 6
isozymes différents des OAS (40, 46, 67, 69, 71 et lOOkDa) (230) résultant de
l’épissage alternatif (79) de 4 gènes codés chez l’humain sur le chromosome 12 (61).
Leur expression dépend du type cellulaire étudié (167). Les produits des OAS sont
les 2’-S’-oligoadénylates, des polymères d’acides nucléiques, dont la longueur
dépend de l’isoforme d’OAS (211), responsables de l’activation de la RNase L (230).
Les OAS sont les seules enzymes connues à posséder une activité de transfert de
nucléotides en 2’ (96). On saisit encore mal la raison de l’existence de 6 membres
identifiés des OAS responsables de l’activité redondante de production des 2’-S”-
oligoadénylates; cependant, il a été montré qu’une de ces isozymes, possédant un
Bd-2 Ïzomologv domain induisait l’apoptose, indépendamment de son activité
enzymatique (79). Cette isozyme est la seule connue à avoir cet effet, ce qui laisse
soupçonner des rôles encore inconnus aux autres OAS.
Les 2’-5’-oligoadénylates, produits à partir d’ATP, ont pour rôle l’activation
de la RNase L latente, indépendamment de leur longueur, mais nécessitant un
groupement phosphate à leur extrémité 5’ (32). Leur action est transitoire, du fait de
l’existence d’une phosphodiestérase clivant préférentiellement les oligonucléotides
2’-5’-Iiés (167). La RNase L est composée d’un domaine N-terminal régulateur et
d’un domaine C-terminal catalytique : la délétion des 335 résidus en N-terminal la
rend constiffitivernent active (53). On retrouve en N-terminal un motif P-loop répété
(273) et 9 ankyrin repeats nécessaires et suffisantes à la liaison des 2’-5’-
oligoadénylates, dont 3 sont impliquées dans la fonction de répression (53). La
région C-terminale contient une région d’homologie protéine kinase, un domaine
riche en cystéines et le domaine ribonucléase (230). La liaison des 2’-5’-
oligoadénylates, dans un rapport stoechiométrique sous-unité de RNase L:activateur
de 1:1 (31), induit une hornodimérisation de la RNase L, qui la rend active (52).
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L’activation de la RNase L est réversible, la privation de 2’-5’-oligoadénylates la
désactivant (32). Le système 2-5 A semble être particulièrement important pour la
lutte contre les picomavirus une surexpression de OAS confère une résistance à letir
infection (35), alors que l’expression d’un mutant inactif de la RNase L induit une
plus grande sensibilité à ceux-ci (273).
3.1.2) Système Mx
Les protéines Mx sont des GTPases d’environ 70-$0 kfla induites par les
interférons et appartenant à la superfamille des dynamines (93). Elles ont été
découvertes chez des souris dotées d’une résistance inhabituelle au virus de
l’influenza (117). On retrouve chez l’humain 2 de ces protéines, MxA et MxB, dont
seule la première semble posséder une activité anti-virale (93). Son action est dirigée
principalement contre les virus à ARN et semble viser plusieurs étapes de la
réplication virale : blocage du transport vers le noyau de la nucleocapside virale chez
le virus de Thogoto (145, 146) ou inhibition de la transcription par interaction avec
les sous-unités PB2 et NP de l’ARN polymérase chez le virus de l’influenza (249).
Les virus sensibles à la MxA incluent les bunyavirus, les orthomyxovinis, les
paramyxovims, les rbabdovinis, les togavirus, les picomavirus et le virus de
l’hépatite B (93). La liaison de MxA avec le GTP est une étape obligatoire à son
activité antivirale: MxA lie la nucléocapside du virus de Thogoto uniquement en
présence de GTP (145). Le domaine GTPase de MxA et une self assembly sequence
(SAS) résident en N-terminal, alors que que son extrémité C-terminale sert de
domaine effecteur et possède un motif de leucine zlper qui sert à l’activation de la
GTPase (93). Au milieu de la molécule se trouve un central interactive domain
(CID). Une propriété intéressante de la protéine MxA est sa capacité à former un
oligornère dont la conformation change en présence de GTP (145, 146).
Contrairement au système 2-SA qui est activé par les interférons de type I ou II, les
protéines Mx sont préférentiellement activées par les interférons de type 1 (230).
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3.1.3) PKR
La UsRNA-dependant protein kinase est une sérine/thréonine kinase de
68kDa, dont l’expression est induite pal- les interférons et activée par l’ARN double-
brin, en présence d’ATP (1 73). Présente de façon latente et inactive, la liaison
d’ARN double—brin induit son autophosphoiylation, qui enclenche la
phosphoiylation de ses substrats (230). Le mieux connu de ceux-ci est le ctikaryotic
t,-anslatio,, initiation /ictor 2 (e1F2), qu’elle phosphoryle en sérine 51 de sa sous-
unité alpha, ce qui augmente son affinité pour le facteur de recyclage eIF2B (figure
15). 11 y a ainsi formation d’un complexe qui séquestre eIF2B et l’empêche de
transférer des nucléotides sur elF2 non-phosphoiylé, bloquant la traduction (46).
En plus de son effet antiviral, PKR aurait un rôle à jouer dans la croissance, la
différenciation cellulaire (19$) et la suppression de tumeurs (14), son abrogation
causant ta transformation dans certains types cellulaires (54). PKR servirait
également de second messager en médiant l’activation des immediate-earlv genes c
fos et c-rnyc par le PDGf (177). En réponse à l’ARN double-brin, il a de plus été
montré que PKR était capable d’interagir avec et de phosphoiyler MKK6, un
activateur de la MAP kinase p38 (225). La liaison de l’ARN double-brin se fait en N-
terminal de la PKR. à l’aide de deux UsRN4 binding iiîotiJ. de 2OkDa en tandem,
alors que le domaine catalytique se trouve en C-terminal (180). Le facteur de
transcription Nf-K3 peut aussi être activé par un mécanisme impliquant PKR, mais
indépendant de son activité kinase: elle servirait ici de protéine d’échafaudage en
collaboration avec IKKf3 (101). On constate donc que la PKR est une kinase aux
rôles multiples, impliquée à la fois dans la défense cellulaire et le maintien de
l’homéostasie.
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Figure 15: Cycle de eIF-2 et rôle de PKR dans son inhibition. La protéine eIF-2
permet la liaison de l’ARN de transfert chargée d’une méthionine à la petite sous-
unité du ribosome et l’initiation de la traduction. La forme active est liée à un GTP,
alors que l’hydrolyse du GTP en GDP, après l’initiation de la traduction, l’inactive et
la fait dissocier du complexe. La protéine de relâche de nucléotide gtianine (eIF-2B)
permet l’échange de GDP pour du GTP sur eIf-2. La phosphorylation de eIF-2 par la
PKR augmente fortement son affinité pour eIF-2B. Cette dernière étant ainsi
séquestrée, elle ne peut permettre le recyclage de eIF-2 et la traduction est inhibée.
Modifié à partir de: 5 3, Bray D, Lewis J, Raff M, Roberts K, Watson JD. (1994).
Moiecular Biology of the Ccli, 3td Edition. Garland Pubiishing, New York.
3.2) Ré%ulation de l’expression des interférons: les IRF
Compte tenu des effets puissants des interférons, qui incluent le contrôle
positif ou négatif de l’apoptose ou de la prolifération cellulaire (230), leur expression
doit être sévèrement contrôlée. Les membres de la famille de facteurs de
transcription des lnteijeton regulatoiyfactors (IRF) jouent un rôle important dans la
régulation de l’expression des IFN de type L des gènes sous contrôle des IfN
(interferon—stimuÏated genes (ISG)) ainsi que d’ autres cytokines et chiniiokines (15).
Les divers IRF sont différemment exprimés selon le type cellulaire et peuvent agir
comme répresseurs ou activateurs de la transcription (164). Par exemple, le ratio
entre IRF-3 et IRF-7 est important dans l’induction de l’expression des IFN de type 1,
eIF-2
inactif elF-2
actif
I I
_____
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alors que IRF-3 seul suffit à l’expression du gène JfNB. De plus, il a été montré qtie
IRF-l et 1RF—2 jouent un rôle significatif dans la croissance cellulaire et l’apoptose
(246). IRF-5. dont l’activation est spécifique à certains virus, est impliqué dans
l’induction de gènes JfNA distincts de cetix induits par IRf-7 (15).
Sont atLjourd’hui connus 10 IRF (164; 182; 245), qui contiennent
typiquement un domaine conservé de liaison â l’ADN (DBD) en N—terminal (69)
arborant une répétition caractéristique de 5 résidus tiyptophane (164). Ce DBD
permet attx IRE la liaison avec des motifs sur l’ADN, présents stir la plupart des
gènes induits par les IfN, et nommés IEN sti,nulated response element (ISRE), IfN
consensus sequence (ICS) ou IFN regulatoiy elements (IRE) (164). Les IRF sont
donc capables d’activer rapidement, suite â letir induction, des gènes sous contrôle de
séquences ISRE, en comparaison avec la voie JAK!STAT qui est activée seulement
après la synthèse d’une première vague d’interférons : l’activation d’IRE serait ainsi
une étape précoce de la réponse anti-pathogènes. Par exemple, suite à l’infection
virale, des gènes de type innnediate-earlv (lE) (IfN-J3 et IFN-al) sont activés
rapidement, par des IRF notamment, sans nécessité de néosynthèse protéique, alors
que des gènes de type retardés (autres IfN-a) sont dépendant de la vague de
nouvelles protéines traduites (222).
La stmcture cristalline de IRF-1 lié à l’élément positive regulatorv doinain I
(PRD I) dtt promoteur de l’ifN-f3 a révélé l’importance des résidus tiyptophane sur
les IRF et des répétitions GAAA qu’on retrouve sur les éléments de réponse aux IRF
dans l’interaction protéine-ADN (60). Par exemple, le promoteur des gènes codant
pour les IfN-u possède une série de répétitions AANNGAAA, où NN varie en
fonction du sous-type d’IFN-a, capables d’être liées par les IRF (15).
La puissance des IRF est exploitée par certains virus, comme le hmnan
heipesvirus 8 (HHV-8), responsable probable du sarcome de Karposi. En effet, celui-
ci est capable de produire un homologue des IRF, nommé vIRF, apte à bloquer, entre
autres, l’action de IRE-1 (274).
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3.2.1) IRF-3
Le facteur de transcription IRF-3 est exprimé dans totis les types
cellulaires examinés, des cellules immortalisées/tumorales aux lignées fraîchement
isolées (222). 11 est présent dans le cytoplasme de façon latente et, suite aux signaux
transmis lors d’une infection, il subit une translocation au noyau et active la
transcription de gènes impliqués dans la lutte contre les pathogènes (267).
La localisation cytoplasmique de IRF-3 est dtte à la présence d’un puissant
signal d’exportation nucléaire (NES) son activation par phosphoiylation induit un
changement conformatiomel qui révèle son iRE association doinain (lAD) et son
DP’L4 binding domain (DBD) (figure 16), causant une dimérisation, une transiocation
nucléaire, et la liaison à des séquences consensus 5’-GAAAC/GC/GGAANT!C-3’
sur l’ADN (220). Auparavant, IRF-3 forme un complexe avec l’histone
acétyltransférase CBP (CREB Binding Protein) (1 54) et p300, ce qui permet de
pousser t’équilibre de sa localisation vers le noyau, au détriment du cytoplasme
(220). C’est la dimérisation qui induit la formation d’une pochette acide permettant
la liaison de CBP/p300 (237). CBP agit comme co-activateur, puisque son activité
histone-acétyltransférase est essentielle pour permettre aux constituants de la
machinerie transcriptiolmelle de base d’avoir accès aux promoteurs induits par IRF
3, mais aussi comme ancre, pour sa capacité à empêcher l’exportation de IRF-3 hors
du noyau (222).
L’induction de la transcription du gène IFMB requière la formation d’un
complexe de signalisation nommé enhanceosome, comprenant, outre IRF-3, les
facteurs de transcription ATf-2/c-Jun, IRF-7, NF-KB et la protéine de structure
HMGI(Y) (107, 190). La présence du setil IRF-3 n’est donc pas suffisante à induire
l’expression d’IFN-13 endogène humain (110). La protéine HMGI(Y) modulerait la
structure de l’ADN, afin de la rendre plus confonne à la forme requise à
l’assemblage efficace de l’enhanceosorne (190). IRF-3 interagit de plus avec la
p300/CBP-associated factor (PCAF) et TBP-associated factor 250 (TAF11250)
(156). Le rôle de cet enhanceosome, sis dans la partie dépourvue de nucléosome de
l’enhancer de JfNB, est le recrutement ordonné de facteurs de modification de la
chromatine et de facteurs généraux de transcription (2). L’infection virale induit
l’hyperacétylation des histones 1-13 et H4, localisées dans le promoteur de l’IfN-f3, et
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un IRF-3 tronqué, dépourvu de domaine d’interaction à CBP/p300 supprime cette
hyperacétylation et l’induction de IfiVB (191). 11 a également été montré que
l’acétylation d’un nucléosome masquant la boîte TATA permettait le recrutement des
complexes d’holoenzymes GCN5 et CBP/PolII, suivi de l’alTivée de SWI/$NF qui le
remodellent et permettent l’interaction avec TFIID et la constitution d’un complexe
de pré-initiation de la transcription (2).
IRf-3 est impliqué, entre autres, dans l’induction de l’expression de I’IfN-f3,
de RANTES et de 15G-54/56 (64). La protéine 15G56 a tin rôle antiviral en bloquant
l’initiation de la traduction par liaison de la sous-unité p48 du facteur 3 de l’initiation
de l’élongation (eIF3) (110). Le promoteur du gène codant pottr la chimiokine
RANTES possède trois éléments ISRE qui sont responsables de l’interaction avec
IRF-3 : la cotransfection d’un IRF-3D, constitutivement actif et d’un rapporteur
RANTES génère une foile induction de celui-ci. La transfection dti répresseur IRF-2
bloque son induction par le virus de Sendaï, alors que IRF-1 et IRF-7 sont sans effets
(155).
IRE-3 est codé par un gène présent en une seule copie dans le génome
humain, et dont l’expression est constitutive et non modulée par l’infection virale oti
le traitement aux IfN (12). 11 a été identifié par la recherche d’homologie, parmi une
banque d’ADN complémentaires, avec des membres des IRF (12).
Il existe tin isofonne d’IRE-3, IRF-3a, résultantt de l’épissage alternatif dont
les 55 résidus en N-terminal, dans le domaine de liaison à l’ADN (DBD), ont été
remplacés par 20 autres résidus (137). L’expression de IRF-3a est ubiquitaire, mais
son niveau varierait selon le tissu. Il a été montré que cet isoforme pouvait
sélectivement et puissamment inhiber l’indttction du promoteur de l’ifN- par un
virus (138). Incapable de lier les éléments ISRE ISG15 ou PRD 1/111, IRF-3a pouiTait
par contre former des hétérodimères avec IRF-3, suite à l’infection virale (138). 11
s’agirait d’un point de contrôle supplémentaire dans la modulation de l’expression
des gènes dépendant de IRF-3.
L’activation de IRF-3 implique sa phosphoiylation sur des résidus sérine et
thréonine spécifiques dont l’identité précise demeure sujette à débats (176, 221).
Ainsi, deux équipes ont tenté de déterminer le site phosphoaccepteur minimal sur la
3$séquence porteuse d’un amas de sennes, GGASSLENTVDLHISNSH
PLSLTSDQY408, dont la phosphoiylation était connue (267). Par la génération de
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mutants ponctuels dans cette région et la détermination de letir effet sur l’expression
de gènes rapporteurs tels IfiV-a, IfN-/3 et RA iV TES, l’équipe de Servant a identifié la
sérine 396 comme site critique de la phosphoiylation (221). De plus, la
phosphoiylation in vivo de Ser396, suite à l’infection de cellules HEK293 par le SeV,
a pu être détectée par immunobuvardage, grâce un anticorps phosphospécifiqtie
contre P04-IRF-3 (221). Cependant, l’équipe de Mon a, en partant du fait qu’un
mutant dont les sérines 385 et 386 étaient remplacées par des alanines (IRF-3 2S/A)
perdait complètement son activité, alors que la même substitution chez les
sérines/thréonines 396, 398, 402, 404 et 405 (IRF-3 5S1/A) conservait à la protéine
la capacité d’homodiméniser, d’associer avec CBP/p300 et un certain potentiel de
transactivation, suggéré que c’était le premier site qtii était critique (176). Ils ont de
plus trouvé que l’anticorps phosphospécifique anti-P04-IRF-3 manquait de
spécificité et semblait contenir une grande proportion d’anticorps réagissant à IRF-3
non phosphoiylé. En revanche, leur anticorps phosphospécifique contre le site P04-
Ser-386 d’IRF-3 leur a permis de détecter une phosphoiylation de cette sérine en
réponse à l’infection virale par NDV ou au traitement de cellules au UsRNA ou au
LPS (176). La controverse n’est pas close sur ce sujet, et, bien que la région de
phosphoiylation en C-terminal d’IRF-3 soit circonscrite aux acides aminés 382-408,
les sites précis et leur importance relative et/ou letir potentielle cinétiqtte de
phosphorylation dfférente ne font pas l’objet d’un consensus.
Comme preuve suplémentaire de l’importance de la région porteuse de l’amas
de Ser, il a été montré que la substitution des sérines et thréonines dans la région
aa396-aa405 de IRF-3 (figure 16) par des acides aspartiques phosphomimétiques
crée une protéine constitutivement active (IRf-3 5D), capable d’induire la
transcription en absence d’infection virale, mais aussi d’induire l’apoptose (110).
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Figure 16: Représentation linéaire schématique du facteur de transcription
IRF-3 et de ses sites phosphoaccepteurs. Les domaines représentés comprennent le
domaine de liaison à l’ADN (DBD), le domaine de transctivation (aa 134-394), le
signal de localisation nucléaire (NLS), le signal d’exportation nucléaire (NES), les 2
domaines autoinhibiteurs situés dans la séquence riche en proline (aa 134-197) (Pro)
et en C-terminal (aa 407-4 14), le domaine d’association aux IRF (lAD) et le domaine
de réponse au signal (RD), contenant les sérines phosphoacceptrices. Modifié à partir
de: Servant, M.. Tenoever, B., Lin, R. (2002). Overlapping and Distinct Mechanisms
Regulating IRF-3 and IRF-7 function. Journal ofinterferon and Cj’tokine Research.,
22: 49-5$.
On peut discerner sur gel d’acrylamide quatre formes d’IRF-3 (1 à IV), de
55kDa, ayant des mobilités électrophorétiques différentes. Les formes III et IV, plus
lentes, apparaissent lorsque IRF-3 est phosphrnylé en C-terminal, alors que les
formes I et II, plus rapides, sont dues à une phosphoiylation en N-tenninal du facteur
de transcription, dont les rôles sont toujours obscurs (220). En effet, les agents
inducteurs de stress, les facteurs de croissance, les agents endommageant l’ADN, et
des cytokines telles la doxontbicine et le TNF-u induisent, par le biais d’une voie liée
à une MAPKKK, la phosphoiylation en N-terminal, mais pas en C-tenninal (219). La
structure cristalline du domaine de transactivation de IRF-3 a révélé que le IRF
association domain (lAD) et les éléments autoinhibiteurs adjacents se condensent
pour former un noyau hydrophobe, en absence de stimulation. La phosphoiylation
induirait une réorganisation des éléments autoinhibiteurs, exposant les surfaces
hydrophobes des hélices H3 et H4, repositiolmant le DBD en N-terminal, ce qui
permettrait l’activation d’IRF-3 (202).
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3.2.1.1) Kinases impliquées dans l’activation d’IRF-3
L’identité des kinases menant à la phosphoiylation d’IRF-3, désignées
auparavant par le nom générique VAK ( Virtis-activated kinase) a été longtemps un
mystère, même si la candidature de PKR et de 1KB kinase ait rapidement été
discréditée (227). Les kinases IIUK.c (hB kinase-c), aussi nommée IKK-i, et TBK1
(TANK-binding kinase-l), également connue sous le nom de NAK (NF-KB
activating kinase) ou TRAF2-associated kinase (T2K), ont été identifiées comme
faisant partie d’un complexe kinase menant à cette phosphorylation (65, 224). Leur
surexpression mène à l’induction des promoteurs de RANTES et de 1’IFN-f3, ainsi
qu’à une activation directe de IRF-3, bloquée par des ARNi (65). L’implication de la
kinase p38 dans l’activation de IRF-3 a aussi été montrée (181), ainsi que la capacité
de TBK1 à phosphoryler directement IRf-3, en même temps que l’effet inhibiteur
sur l’expression de gènes dépendants d’IRF3 par l’introduction d’un phénotype
T3K I ‘( 171).
Les deux kinases TBKI et IKKc, des homologues non canoniques de IicB
kinase, étaient connues pour leur implication dans l’activation de NF-K3 (65).
L’aptitude de TANK à activer Nf-KB, de façon dépendante de TRAF, a mené à la
découverte de son association avec TBKI et du fait qu’elle semblait agir en amont
des IKK (201). De plus, la liaison de TANK avec NEMO/IKKy est requise, en
conjonction avec IKKc et 13K 1, à l’activation de NF-KB (34). Ainsi, TBK1, IKKc et
TANK pourraient former un complexe structurel, impliqué dans l’activation des
facteurs de transcription IRF-3 et NF-icB. Des sottris déficientes en TBK1, bien
qu’elles montrent une dégradation de 1KB et une liaison de NF-KB normales, sont aux
prises avec une transcription dépendante de Nf-KB dramatiquement réduite, ainsi
qu’avec de l’apoptose massive des cellules hépatiques (22). Cette kinase serait donc
impliquée dans l’activation de NF-KB indépendamment de la dégradation de 1KB ou
de la liaison de NF-id3. Il est connu que la sous-unité p65 de ce facteur de
transcription est phosphorylée en sérine 536, dans le domaine C-terminal de
transactivation, sans qu’un rôle précis y soit associé. Or, il semblerait que cette
phosphorylation ait un rôle dans le recrutement de la machinerie transcriptionnelle de
base, du moins au niveau du promoteur de l’interleukine-8. Cette phosphoiylation
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serait effectuée par une série de kinases difiérentes, comprenant TBKI, 1KK-, IKK
a et IKK-f3 (29).
L’implication relative de IKKE et de TBKI dans la signalisation en réponse
au dsRNA et au LPS et leurs rôles physiologiques ont été déterminés: des
fibroblastes embryonnaires (MEF) de souris TBKF montrent une forte baisse de
l’induction de l’IFN-f3 et des gènes y étant sensibles, en réponse au LPS et au
dsRNA. Cependant, ces MEF conservent une réponse résiduelle au dsRNA et des
MEF 1KKs, une réponse intacte. Un double mutant perd cependant complètement
l’induction des gènes étudiés. (107). Selon le modèle actuel, TBK-l serait essentielle
à la réponse antivirale, mais l’action concomitante des deux kinases aurait une action
synergique.
Une équipe a observé, suite à la stimulation de TLR3, une phosphoiylation
faible de IRF-3 et l’induction subséquente d’éléments ISRE, par la kinase IKK-13
(94), en contradiction avec les observation précédentes. Il semblerait que la
surexpression de IKK-f3 ne puisse induire un rapporteur sous dépendance du
promoteur de l’IFN-f3, tel qu’utilisé dans les études antérieures, mais puisse activer
d’autres éléments ISRE. De plus, cette équipe a suggéré, suite à des essais
rapporteurs sur différentes combinaisons de mutants TBKÏ, IKK-3 et IKK-c, que
TBK1 mènerait à l’activation d’éléments ISRE via IKK-Ç3 et/ou IKK-c, alors que
IKK-f3 le ferait par l’intenuédiaire de IKK-e (94). L’utilisation d’un nmtant
constitutivement actif de IRf-3, où les 5 sérines importantes sont mutées en acide
aspartique phosphomimétique, IRF-3 5D, a tout de même permis de repérer une
phosphorylation sur des sérines supplémentaires, lors d’un essai kinase réalisé avec
IKK-, mais pas IKK-13. Ceci suggère que l’action de IKK-e s’étendrait à des sites
supplémentaires sur IRF-3, alors que celle de IKK-f3 se confinerait aux 5 sérines déjà
identifiées (94).
Malgré une faible homologie de séquence, la structure tridimensionnelle du
domaine régulateur C-terminal de IRF-3 est similaire au domaine Mad Ïiomologv
domain 2 (MH2) des facteurs de transcription Smad, impliqués dans la signalisation
reliée au récepteur du TGf-f3, ce qui suggérerait une origine évolutive commune
(237). Une autre caractéristique commune entre lRf-3 et les Smad est la coopération
avec le co-activateurp300/CBP (175).
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L’activation d’JRf-3 et la transcription de gènes sous son contrôle ne sont
que la première étape d’une cascade d’événements menant à terme à l’éradication de
l’infection. En effet, les gènes d’if N pourraient être catégorisés en iimnediate-earlv
(lE) et en cÏeÏaved-type les premiers sont rapidement transcrits à la suite de
I’ infection, par la modification post-traductionnel te de facteurs de transcription
latents, tels IRF-3, alors que les seconds requièrent souvent une synthèse protéique
(222). Ainsi, IRF-3, suite à son activation, engendre la production d’IFN de type I
qui, via les récepteurs des IFN et la voie JAK/STAT, en conjonction avec IRF-9,
vieirnent stimuler la production d’IRf-7. La dimérisation de IRF-3 et IRF-7 vient
alors induire la genèse d’une nouvelle vagcie d’IFN, résultant en une boucle
d’amplification (222).
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figure 17: Représentation schématique de l’activation d’IRF-3/IRF-7 par la
voie TRIf/TBK1 et de l’induction de la transcription d’IfN de type I, suite à la
stimulation de TLR. La stimulation de TLR3 ou TLR4, en recrutant TRIE (via
TRAM dans le cas de TLR4), mène à l’activation du complexe TBKI/IKK-E/TANK
et à la phosphorylation en C-tenuinal de IRF-3. Suite à t’homodimérisation de IRF-3,
à son association à CBP/p300 (non-illustrées) et à sa transiocation ati noyau, la
transcription des IfN-Œl et IfN-j3 est induite. Les produits de ces gènes viennent
ensuite stimuler, de façon autocrine ou paracrine, les récepteurs I et 2 des IFN, qui,
via la voie des JAKISTAT, et avec l’aide de iRE-9 (complexe ISGf3), mènent à la
transcription de IRE-7. Par ta suite. IRF-3 et IRF-7 phospho;ylés (voir cellules de
gauche) hétérodirnérisent et activent la transcription d’IFN de type I. Adapté de
Servant, M., Tenoever, B., Lin, R. (2002). Overlapping and Distinct Mecbanisms
Regulating IRF-3 and IRE-7 function. Jotwnal ofinteijeron and Cvtokine Research.,
22: 49-58.
Entre les récepteurs TLR3 et TLR4 et le facteur de transcription IRF-3 sont
donc impliqués l’adaptateur TRIF (et TRAM dans le cas de TLR4) et les kinases
TBK1 et IKKE. Bien que le schéma général de l’induction de gènes sensibles à IRF-3
se précise, il reste des points obscurs, tels le mécanisme d’activation de TRIF, qui
semble phosphorylé (215), et l’identité de la kinase impliquée dans la
phosphorylation de TLR3 (213).
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3.2.1.2) Dégradation d’IRF-3
Finalement, il a été montré qu’après quelques heures d’infection, IRF—3
commençait à subir une dégradation dépendante du protéasome (154). Cette protéase
eucalyote, consommatrice d’ATP, est un complexe d’environ 2000kDa capable de
dégrader des protéines avec spécificité (275), par exemple via la reconnaissance de
motifs PEST (49). Un tel mécanisme de contrôle de la dtirée de l’activation d’IRF-3
est crucial, compte-tenu des effets puissants de ce facteur de transcription. Or, la
protéolyse médiée par le protéasome implique l’ubiquitination des protéines ciblées,
laquelle requiert un système élaboré de transfert d’ubiquitine (217). Les mécanismes
impliqués dans cette ubiquitination d’IRf-3 restent inconnus. Il a été montré que,
pour plusieurs protéines qui, comme IRF-3, sont hyperphosphoiylées, cette
modification post-traductionnelle induit la dégradation via le protéasome (49).
L’ubiquitination de substrats induite par l’hyperphosphoiylation a été
associée avec le complexe E3 ubiquitine-ligase SCF (Skpi-Cullinel-Fbox) (19, 2$)
les efforts pourraient ainsi se tourner vers les complexes SCf afin d’identifier le
potentiel responsable de la protéolyse d’IRF-3. Dans de tels complexes, la F-box
protein (par exemple Skp2) interagit avec le substrat, Skpl sert d’adaptateur avec la
protéine de structure Culi, alors que Rbxl s’associe aux autres composantes du
système d’ubiquitination (272). La liste des exemples de protéines dont la
dégradation par le protéasome est assurée via ce système continue à s’allonger:
p27”, E2F-l, la cycline E libre, ORC1, CDK9 et B-Myb (135). Chez toutes ces
protéines, c’est Skp2 qui agit comme F-box protein et il serait intéressant de savoir si
IRF-3 pourrait s’ajouter à cette liste.
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4) Pathogènes bactériens
Le facteur de transcription IRE-3 est activé suite à la stimulation des TLR3 et
TLR4, responsables respectivement de la reconnaissance de structures liées à des
virus et à des bactéries GRAM-. L’effet principal de IRE-3 est l’induction de la
production des IFN-f3/uI et des cytokines RANTES et IL-15 (222) et IP-10 (171),
ainsi qtie de 1SG54/56 (64) et de l’arginase de type 11(85). Les interférons sont
originellement et majoritairement connus pour leurs effets antiviraux, mais ils sont
également impliqués dans la défense antibactérienne.
En effet, il est connu qu’IRF-3 est activé suite à l’exposition d’une celluLe au
LPS, mais aussi à la bactérie intracellulaire Listeria inonocytogenes, ce qui
suggèrerait que, comme pour les virus, ce facteur de transcription serait un important
médiateur de la production d’IfN de type I suite à l’invasion bactérienne (45). Les
1fN de type 1 sensibiliseraient les macrophages infectés par L.monocytogenes à la
mort cellulaire, par un mécanisme dépendant de STAT1 (45). Les données
disponibles sttr te râle des IFN contre les bactéries sont encore peu nombreuses et
contradictoires : des souris infectées par Mvcobacterium tttberculosis montrent une
aggravation de l’infection pulmonaire suite à l’administration intra-nasale d’ifN-a/f3,
et la virulence des bactéries est directement proportionnelle à la quantité d’ifN
produits (165), cependant qu’une autre étttde montre une légère augmentation de la
réplication bactérienne dans les poumons de souris déficientes en IFNAR1, par
rapport au type sauvage (40). Du moins, lors de l’infection de souris par le parasite
intracellulaire Leishmania major, les IFN de type I produits sont essentiels à la
génération de iNOS, qui limite la dissémination du pathogène. Des souris dépourvues
de iNOS, ou dont les IfN ont été neutralisés, voient L.major proliférer de la peau et
des ganglions lymphatiques vers le foie, la rate, la moelle osseuse et les poumons
(51). Les effets des 1fN dans la lutte contre les bactéries restent donc à explorer,
ainsi que la régulation de leur indttction suite à l’infection par différents types de
procaryotes.
SahnoneÏÏa t)philnltriuln et Escherichia cou sont detix espèces bactériennes
fort répandues et dont certaines souches sont pathogènes pour l’être humain. La
connaissance du rapport qu’ils entretiennent avec le système immunitaire inné peut
être d’un grand apport thérapeutique.
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4.1) Satmonella tj’phiniuri,,,n
Scihnonella ti pluinuritiin est une bactérie flagellée, à GRAM—négatif,
responsable d’intoxications alimentaires causant des gastroentérites chez plus de
500000 américains annuellement (41). Elle est transmise par l’ingestion de viande
contaminée par des excréments, qui est insuffisamment lavée oti cuite. S.
typhimurium infecte les cellules épithéliales et les macrophages du colon et de
l’ïléum, causant une érosion et de l’inflammation (41). 11 s’agit d’une bactérie
intracellulaire, dont la réplication se fait dans un organelle cytoplasmique unique, la
Sahuonella-containing vacuole (5CV), qui interagit avec le système endocytiqtie
précoce, mais est capable d’éviter les endosomes tardifs ou prélysosomes, menant à
la dégradation (231). Afin de pénétrer l’hôte, elle est capable d’induire l’endocytose
chez des cellules non endocytiqties (231).
Sa virulence est causée par une série de mécanismes aptes à déjouer le
système immunitaire. Par exemple, elle est capable d’activer la sérine/thréonine
kinase Akt, régulatrice de la survie cellulaire, dans le but d’empêcher l’apoptose de
la cellule hôte (232). La bactérie aurait ainsi plus de temps pour se répliquer. Un
complexe système permet à la bactérie une translocation à travers la membrane de la
cellule hôte, avant sa pénétration, la protéine effectrice SigD, qui est essentielle à la
phosphoiylation et à l’activation d’Akt (232).
L’ « injection » des protéines effectrices se fait à l’aide d’une stnLcture,
consommatrice d’ATP, nommée Système de sécrétion de type III (74). 11 s’agit d’un
complexe multiprotéique, essentiel à l’infection, capable de traverser, à l’image
d’une seringue, la membrane eucaryote.
4.2) Escherichia cou
Le pathogène intestinal intracellulaire humain E. coli entéropathogène (EPEC)
cause des diarrhées par tin mécanisme impliquant l’injection de protéines effectrices
dans la cellule hôte (44). Par exemple, cette bactérie est capable de réarranger le
cytosquelette de la cellule infectée et de faciliter son adhésion en insérant un
récepteur pour sa protéine membranaire intimine, nommé TIR (translocated intimin
receptor) (73). Le rôle précis de ce récepteur et les détails de son injection restent
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cependant peu connus. Par contre, on sait que EPEC utilise des composantes d’un
système de sécrétion de type III. semblable à celui de S. typhimurium (74, 73). Une
autre molécule effectrice consiste en Espf, qui permet à EPEC de rompre l’intégrité
des jonctions intimes (tightjunctions) entre les cellules épithéliales intestinales et de
permettre le mouvement paracellulaire des molécules, causant la diarrhée (44).
Les bactéries telles E. cou font partie intégrante de notre flore intestinale et
sont normalement inoffensives et même utiles. Or, les cellules intestinales, exprimant
des TLR, devraient réagir à leur présence. En effet, il a été observé que la
reconnaissance de bactéries commensales par les TLR intestinaux était nécessaire au
maintien de l’homéostasie intestinale et qtie la stimulation de TLR4 servirait à
inhiber le développement d’allergies alimentaires (256). La présence de bactéries
causerait, sans des mécanismes de tolérance, une inflammation continuelle les
cellules intestinales ont ainsi développé une hyposensibilité atix bactéries intestinales
qui est en partie fonction du patron d’expression des TLR. Par exemple, on retrouve
TLR5 sur le côté basolatéral, mais non apical des cellules épithéliales intestinales
(77) ainsi que sur les cellules endothéliales sub-épithéliales (163). Ceci empêche son
activation par des bactéries commensales telles E.coIi mais non par des bactéries
pathogènes traversant l’épithéliuni, telles Saïmonella. La diminution de l’expression
de TLR4 ne semble pas être responsable de la faible stimulation par le LPS des
bactéries commensales, du moins pour les macrophages. Ce serait plutôt au niveau
de la signalisation post-réceptorielle que l’adaptation se ferait : diminution de
l’expression de IRAK1 et 4, augmentation de l’expression de IRAK-M dépourvue
d’activité kinase, augmentation de l’expression des SOCS et de la sous-unité p50 de
Nf-KB, dont l’hornodimérisation, contrairement à l’hétérodimérisation avec p65,
aurait un effet répresseur (36).
Il est raisonnable de penser que, si l’organisme a développé une tolérance aux
bactéries commensales, un mécanisme doit exister afin de signaler la présence de
bactéries pathogènes. Ainsi, chez des macrophages IRF3, l’apoptose en réponse à
l’infection par la bactérie intracelltilaire Salnioiiella tphimurimn est fortement
diminuée par rapport au type sauvage (120). Ce résultat suggère une activation
d’IRF-3 par ce type bactérien.
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5) Hypothèses
a) La relation entre l’adaptateur TRIE et les kinases TBK1 et IKKr, ainsi que les
mécanismes menant à l’activation de TRIF étant encore méconnus, nous avons,
d’après les résultats illustrés à la figure 12 (215) émis l’hypothèse suivante suite à la
stimulation des TLR3 et TLR4, l’adaptateur TRIF est phosphoiylé, induisant son
activation et Pexpression d’IfN de type I via le factetir de transcription IRF-3. Trois
sérines sur la protéine ont fait l’objet de mutations en alanine, reproduisant l’absence
de phosphrnylation, ou en acide aspallique phosphomimétique. La modification,
positive ou négative, de l’activité de promoteurs rapporteurs, sous contrôle des
facteurs de transcription IRF-3 (1SG56). Nf-iB (p2(2)TK) ou des deux (1FN-3) a été
utilisée comme mesure de l’implication de la phosphotylation de chaque site dans la
signalisation reliée à TRIF. La détermination des sites possibles de phosphoiylation
chez TRIF permettrait d’établir une meilleure relation structure-fonction chez cette
protéine.
b) Les mécanismes par lesquels sont combattues les bactéries entéropathogènes E.
cou et S. typhinitirium étant toujours obscurs, nous avons, d’après l’observation que
chez des macrophages, l’apoptose suite à l’infection par S. typÏ;imttrium était
fortement diminuée chez des knockout IRF-3 (120), émis l’hypothèse suivante
l’infection de cellules épithéliales intestinales par les bactéries E. cou et S.
tjphunurium, induit l’activation d’IRF-3. Cette activation requiert un système de
virulence bactérien, comprenant le système de sécrétion de type III, intact. Par
migration sur gels d’aciylamide dénaturants ou non, permettant de détecter
l’activation d’IRf-3 respectivement grâce à sa phosphoiylation et à sa dimérisation,
ainsi que par EMSA, permettant de déterminer la liaison de IRf-3 à un élément ISRE
nucléotidique, la capacité des bactéries à induire ou empêcher l’activation de ce
facteur de transcription a été évaluée. L’absence d’activation de IRF-3 permettrait
d’envisager ches les bactéries des mécanismes de court-circuitage du système
immunitaire, dont plusieurs exemples sont déjà coimus et décrits plus bas (1, 42, 43,
67, 158, 232, 234).
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c) Le facteur de transcription IRF—3 étant dégradé par un mécanisme impliquant le
système ubiquitine/protéasome (154), suite à son activation prolongée, nous avons
émis l’hypothèse suivante, sachant que les protéines hyperphosphmylées, telles IRf
3, étaient souvent ubiquitinées via une 13 ligase de type SCf (49) suite à son
activation prolongée, le facteur de transcription IRF-3 est ubiquitiné par un
mécanisme impliquant une E3 ligase de type SCF. Cette ubiquitination est
responsable de sa dégradation par le protéasome. La f-box protein Skp2, connue
pour faire le lien entre le substrat et la machinerie d’ubiquitination dans plusieurs
systèmes (30, 121, 135, 254) est considérée comme une canditate très plausible pour
relier IRF-3 au reste de la E3 ligase. Les interactions possibles entre Skp2 et IRT-3
ont été mesurées in vitro suite à un ptdl dmi’,, ou une immunoprécipitation d’un des
partenaires, un immunobuvardage a été réalisé dans le but de détecter la présence de
l’autre. De plus, l’effet direct de Skp2 sur la stabilité de IRF-3 a été mesuré par
détection, par immunobuvardage, de ce qui restait d’une quantité initiale donnée
d’IRf-3, suite à la co-transfection de quantités croissantes de Skp2 dans des cellules
Hek293. L’identification des conditions précises menant à la dégradation d’IRF-3
permettrait une meilleure compréhension des réglages fins de l’activité de ce facteur
de transcription.
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MATErnEL ET METHODES
MUTAGENESE DIRIGEE Des mutants de TRIF S270A, S270D, S359A, S359D,
S673A et S673D ont été réalisés en tttilisant le kit QuickChange Il (Stratagene, La
Joua, Califonie, USA). Les oligonucléotides ont été produits par Invitrogen,
Carlsbad, Californie, USA. lOng de canevas TRIf-pcDNA3.1+ on été utilisés, avec
la polymérase PfU Ultra HF, pour une dtirée de 16 cycles, avec une température
d’élongation de 68°C. Par ta suite, le canevas non muté a été digéré avec bU de
DPN 1. Les produits de mutagénèse (1 fiL) ont été transformés dans des bactéries
supercompétentes XLI-Blue. Les mutations ont été confirmées par séquençage.
Tableau 1: Séquence des amorces utilisées pour la mutagénèse dirigée de TR1f
Nom de l’amorce Séquence
TRW S270A fwd AGG AGG IGG GGC GCT TGG CAG CTC TGG IGG
TRIF S270A rev IGC CAA GCG CCC CAC CTC CTG GGC TIC CCG
TRIF S270D fwd AGG AGG TGG GIC GCT TGG CAG CTC TGG TGG
TRIf S270D rev TGC CAA GCG ACC CAC CTC CIG GGC TIC CCG
TRIf S359A fwd AGG AGG GGC TGI TIC IGG GGI GGT GGG AGT
AGG
TRIF S359A rev CCA GAA ACA GCC CCI CCI CCT CCI CCI CCI CCI
CCTTCAICIAC
TRIF S359D fwd AGG AGG GIC IGI TIC TGG GGI GGT GGG AGI
AGG
IRIF S359D rev CCA GAA ACA GAC CCI CCI CCI CCI CCI CCI CCI
CCI TCA ICI AC
TRIF S673A fwd AGC CCI GGG GCC IGA GGG GGT GCC GGT GAG
TRW S673A rev CCC CIC AGG CCC CAG GGC TGC AAC CCC TC
TRIF S673D fwd AGC CCI GGG 1CC IGA GGG GGI GCC GGT GAG
TR1F S673D rev CCC CIC AGG ACC CAG GGC TGC AAC CCC TC
Le site des mutations a été souligné.
TRAITEMENT DES CELLULES AU P0LY(I :C) Des cellules HEK2931 ont été
transfectées dans des plaques 24 puits, à l’aide de FuGENE 6 (Roche, Basel, Sttisse)
avec les quantité indiquées de IRlfwt, IRIFS27OA,IRIFS359A ou IRIfS673A,
avec 25ng de constructions rapporteurs luciférase sous contrôle des promoteur IFNf3,
luc-1SG56 ou luc-p2(2)IK, ainsi qu’avec 2ng de pRL-IK et 250ng de ILR3. Les
cellules ont été cultivées dans du milieu DMEM high glticose (SIGMA-Aldrich, St
Louis, Missouri, USA) 4mIVl glutarnine, 10% FBS. 48h post-transfection, les cellules
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ont été traitées pour la nuit, avec O,lmg/mL de poly(l :C) préalablement morcelé par
passage répété dans une aiguille de format 25G. Le lendemain, les cellules ont été
congelées dans l’azote liqtiide/-80°C, jusqu’à la lyse dans lOOttL de Passive lesis
bu/j’r lx, Promega, Madison. WI, USA. Les mutants TRIFS27OD, TRIFS359D ou
TRIfS673D ont été transfectés et lysés de la même manière, sans être traités au
poly(I :C).
ESSAIS RAPPORTEURS [.UCIFERASE La lecture de la chimioluminescence a été
réalisée à l’aide d’un luminornètre Berthold LB 9507. Le lysat cellulaire (lO1iL) a été
mélangé à 50pL de réactif LARII, Promega, Madison, Wl, USA, avant de prendre la
mesure de la luminescence de la luciférase. Le réactif Stop&Glow, Promega,
Madison, WI, USA, a ensuite été ajouté avant de prendre la mesure de la
luminescence de Renilla. L’induction considérée est le rapport luciférase/Renilla.
CULTURE DE E.C0LI ENTEROPATHOGENES (EPEC) Les bactéries E.coli
entéropathogènes (EPEC) de souche E2348/69 et ATIR (Dr. Brett Finlay, Université
de Colombie-Britannique, CB, Canada) on été cultivées, à partir d’un stock glycérol
conservé à -80°C, dans 3rnL de LB, à 37°C, pour la nuit, sans agitation. Le
lendemain, des cellules HeLa, ensemencées la veille dans des pétris de 6Omm, ont
été infectées avec 0,ln± de culture de EPEC par 106 cellules, dans 3mL de milieu
DMEM low glucose, 10% fBS, pour les durées requises. Après 2 heures d’infection,
I 00g/rnL de gentamycine a été ajoutée. À la fin des infections, le milieu a été
aspiré, les cellules ont été rincées 2 fois avec du PBS lx, puis congelées à l’azote
liquide/-80°C, jusqu’à la lyse. La lyse, qui a été aidée par 3 gels/dégels, a été réalisée
avec 300 tL de tampon de lyse à EMSA (2OmM HEPES pH 7,4, lOOmM NaCt,
5OmM Naf, lOrnM f3-glycérophosphate, 0,2% Triton X-100) ou de tampon de lyse
conventionnel (5OrnM HCI, I 5OmM NaCI, 5mM EDTA, 5OrnM NaF, 4OmM J3-
glycérophosphate, 1% Triton X100 (y :v), 10% glycérol (y :v)), comprenant les
inhibiteurs de protéases habituels (1 ig/n± Pepstatine A, 2jig/mL Aprotinine,
1 ig/mL Leupeptine, 0,2mM PMSF).
CULTURE DE SALMOiVELLA TYPHIAIURIUM Les bactéries S.tipÏiiinttritiin de souche
AssaR SL1344, SBIO3 x4370 ou SL 1344 wt (Dr. Brett Finlay, Université de
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Colombie-Britannique, CB, Canada), ont été cultivées, partir d’ttn stock glycérol
conservé à -80°C, dans 2mL de LB, I 00ig/mL streptomycine, à 37°C, pour la nuit,
avec agitation. Le lendemain. 300tL de la culture ont été inoculés à l0mL de LB
seul, et incubés 3h, à 37°C, avec agitation. Des ceiltiles HeLa, ensemencées la veille
dans des pétris de 60mm, ont été infectées avec approximativement 90 bactéries par
cellule HeLa, dans 3mL de milieu DMEM Ïow glucose, 10% FBS, Sojig/mL de
gentamycine, pour les durées requises. Après 2 heures, le milieu a été changé et la
concentration de gentamycine diminuée à 5p.g/mL. À la fin des infections, le milieu a
été aspiré, les cellules ont été rincées 2 fois avec du PBS iX, ptiis congelées à l’azote
liquide/-80°C, jusqu’à la lyse. La lyse, qui a été aidée par 3 freeze/thaw, a été réalisée
avec 300 iL de tampon de lyse à EMSA ou de tampon de lyse conventionnel,
comprenant les inhibiteurs de protéases habituels (voir section précédente).
GELS D’ACRYLAMIDE NATIFS Les échantillons (30p.g) ont été migrés environ 50
minutes à 25mA, sur gel de polyacrylamide non dénaturant 7,5%, après avoir été
mélangés à du tampon de chargement 2X (l25mM Tris pH 6,8, 30% glycérol, bleu
de bromophénol). Le tampon de migration de la chambre supérieure était composé de
25mM Tris pH 8,4, i92rnM glycine, 0,2% déoxycholate de sodium, alors qtie le
tampon de la chambre inférieure était identique, exception faite du déoxycholate de
sodium. Avant la migration, une pré-migration de 30 minutes à 4OniA a été réalisée.
Les protéines ont ensuite été transférées sur une membrane de nitrocellulose, à 100V,
durant 1 heure, dans du tampon de transfert avec méthanol (14,4g/L, TRIS 3g/L,
20% méthanol (v:v)).
GELS D’ACRYLAMIDE DENATURANTS Les échantillons (40ig) ont été migrés sur
gel SDS-PAGE 7,5%, 200V, environ 45 minutes. Les protéines ont ensuite été
transférées sur une membrane de nitrocellulose, à 100V, durant 2 heures, dans du
tampon de transfert avec méthanol (voir section précédente).
EMSA L’induction de l’activité de IRF-3 a été détectée par sa liaison à l’élément
ISRE de l’IL-15 (154), observée par EMSA. La sonde a été produite avec 2Ong de
d’ADN codant pour ISG 15 (20ng/tL), 5pL d’EXCHANGE buffer (Amersham
Biosciences, Uppsala, Suède), 5 pi de y32P-ATP (10 Ci/ jiL), 0,5 pi de T4
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polynucléotide kinase (1 0U/ 1iL) (Amersham Biosciences, Uppsala, Suède), 13,5 jiL
H20. incubés 30 minutes è 37°C è SOOrpm. La réaction a été arrêtée avec 25 iL de
TE et la sonde purifiée sur colonne G-25, puis dosée au compteur bêta. La réaction
de EMSA a été réalisée avec 5 ig d’extrait cellulaire. 2 ig de poly(d I :dC)
préalablement dénaturé à 45°C durant 5 minutes, 5 1iL de WCE 5X (lOOmM HEPES
pH 7,0, 200mM KCÏ, l00inM NaCI. 50mM NaF, 5niM MgCI2, IOmM f3-
glycérophosphate, 2,5mM DTT, 0,5rnM EDTA, 20% (m/v) Ficoli 400, 0,4% (v/v)
Triton X-100), 200 000cpm de sonde radiomarquée, complétés è 25tL avec de l’eau.
La réaction a été incubée 5 minutes à 15°C à SOOrpm et arrêtée avec 7tL de bleu de
bromophénol. Pour l’essai supershift, la réaction, exceptée la sonde, a été auparavant
traitée 15 minutes sur glace avec 1ig d’anticorps IRF-3 FL-425 1OX (Santa Cmz
Biotechnology, Santa Cmz, Ca., USA,). Les échantillons ont été migrés sur un gel
d’aciylamide 6%, avec du tampon TBE 0,25X, durant environ 4h, à 123V. Avant la
migration des échantillons, le gel a été soumis 1h à une tension de 150V afin de
l’équilibrer. Après la migration, le gel a été séché sous vide à 80°C durant 3h. Les
résultats ont été révélés sur une cassette d’exposition lue par un appareil Typhoon
(Amersham Biosciences, Uppsala, Suède).
PRODUCTION DE SKP2, IKKE ET IRE-3 IN VITRO, IMMUNOPRECIPITATION, ESSAI
KINASE ET COUPLAGE IN VITRO Une protéine chimérique His-lRf-3 (épitope
composé de résidus histidine répétés, greffé à l’extrémité de IRF-3), a été produite
dans un système bactérien (pET expression systems, Novagen) et purifiée sur
colonnes de nickel (trousse de prification HisBind, Novagen). Myc-Skp2 et flag
IKKs ont été produit in vitro, è l’aide de la trousse TxT Quick Coupled
TranscriptionlTranslation Systems (Promega, Madison, W1, USA) (Figure 1$). Les
réactions (2jig canevas ADN, 40iL réticulocyte, lmM méthionine, complété à 50pL
avec de l’eau) ont été incubées 90 minutes è 30°C. Des billes protéine G/sépharose
ont été couplées 90 minutes avec un anticorps flag, puis, flag-IKKc a été
immunoprécipité, 4h, à 4°C. Après 3 lavages au tampon de lyse et 1 lavage ati
tampon kinase IX (pour le 2X: lOOmM Hepes pH 7,4, 4OmM MgCI2, 4mM DTT),
un essai kinase a été réalisé sur 5tg de His-IRF-3 sur les billes couplées à flag
IKKe, on été déposés 20tL de tampon kinase 2X, 5tg (l0tL) de His-IRF-3 et 10tL
de mélange ATP (2.iL de y32P-ATP (10 iCi/ tL), 0,45 tL d’ATP froid, et 7jL
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d’eau), puis, la réaction a été incubée 45 minutes à 30°C, à 600rpm. Dans la
figure 1$: Représentation schématique de la production in vitro dc Myc-Skp2 et
flag-IKK-E, de l’essai kinase par flag-IKK- sur His-IRF-3, du couplage de lis
IRF-3 avec Myc-Skp2 et du «pull-down» nickel-sépharose sur lis-iRE-3. La
kinase flag-IKK-E et la protéine à f-box Myc-Skp2 ont été produits in vitro (à
gauche). La kinase flag-IKK-c, après son couplage à des billes/protéine G couplées à
un anticorps anti-flag, a servi à un essai kinase sur His-IRF-3, avec pour stibstrat, de
l’ATP radiornarqué (y-32P ATP). Le produit de l’essai kinase, His-IRF-3 phosphoiylé(cercle rotige)(ligne 3) ainsi que de His-IRF-3 non-phosphoiyÏé en C-terminal (ligne
2), ont été couplés avec Myc-Skp2. Les mélanges réactionnels, ainsi que Myc-Skp2
non couplé à His-IRF-3 (contrôle négatif ligne J), ont ensuite été incubés avec des
billes nickel-sépharose. Sur un gel SDS-PAGE 12% ont été déposés les produits des
« pull-down » nickel-sépharose (lignes 1, 2, 3) et le produit de la réaction in vitro
Myc-Skp2 (ligne 4). Les numéros de puit (à droite) font référence à la figure 26.
condition « froide », le y32P-ATP a été supprimé. Le surnageant de l’essai kinase
(401L) a été couplé avec le produit de traduction in vitro de Myc-Skp2, dans du
tampon de lyse, durant 1h30, à 30°C. Des billes de nickel/sépharose ont été chargées
à l’aide des tampons appropriés (kit de purification His3ind, Novagen), puis, les
réactions de couplage y ont été ajotités, pour une durée de 1h, à 4°C, avec rotation.
Après 5 lavages 0,5% IGEPAL/PBS, les billes ont été asséchées et 20pt de tampon
de chargement 2X ont été ajoutés, avant de dénaturer les échantillons 5 minutes à
95°C et de faire migrer sur un gel SDS-PAGE 12% (figure 18).
Skp2I
Myc-Skp2
FIag-IKK-E
4
1
2
3
Migration
SDS-PAGE
(no du puit)
G IP flag-IKK-sEssai kinase sur
His-IRF-3
______
J
Couplage His-IRF-3
Myc-Skp2 PuIl-down”Nickel-sépharose
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TRANsFEcTI0N DE SKP2 ET IRf-3, NIIGRATION SUR SDS-PAGE ET REt’ELATION
Dans le but de voir l’effet de Skp2 sur la demi-vie de IRF-3, les vecteurs pcDNA3.1+
contenant ces deux constructions ont été transfectés dans des cellules Hek293T, à
l’aide de CaPO4/HeBS. Après 6h de transfection, le milieu (DMEM higli glucose,
SIGMA-Aldrich, St-Louis, Missouri, USA, 4niM glutamine, 10% FBS) a été changé,
et les cellules ont été laissées 36h à 37°C, afin de les laisser exprimer les protéines.
Ensuite, les cellules ont été traitées 4h au cycloheximide (1tg/tL), puis congelées à
l’azote liquide. Après une lyse dans du tampon de lyse conventioimel, les
échantillons (40ig) ont étés migrés sur gel SDS-PAGE 10%, à 45mA, transférés sur
membrane de PVDF (Arnersham Biosciences, Uppsala, Suède), et visualisés par
immunobuvardage à l’aide d’anticorps anti-flag révélé par chimioluminescence, à
l’aide de ECL+ (Amersham Biosciences, Uppsala, Suède).
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RES ULTATS
Il existe trois sites û forte probabilité de phosphorylation sur l’adaptateur TRIF
Dans le but de déterminer si l’adaptateur TRIF était phosphoiylé, nous avons,
dans tin premier temps, soumis sa séquence protéique (numéro d’accès à NCBI
NMI $2919) à l’algorithme disponible sur le site internet Scansite
(http://scansite.tnit.edu/). Cet outil donne un indice des sites potentiellement
phosphorylables sur une protéine, ainsi que les probabilités qu’ils le soient. La
soumission de la séquence a donné une cinquantaine de résultats, parmi lesquels trois
sérines se démarquaient (figure 1 9).
a
Sites Proline-directed
P38 kinase
Site Score Séquence SA
S270 0,1039 SPPELPSSPPPGLPE 2.353
S359 0,1455 TPTTPETSPPPPPPP 2.83$
S673 0,0600 ASPAPPQSPGLQPLI f 1.03$
100 200 300 400 500 600 700r r
712 60
Figure 19 : Sites prédits de phosphorylation de IRF-3 et leur accessibilité. La
séquence protéique de TRIF a été soumise à l’algoiythme Scansite, qui permet de
prédire les sites de phosphorylation potentiels d’une protéine, à haute stringence,
c’est-à-dire en ne considérant que les sites cotiespondant fortement à des cibles
connues de kinases. En ta) sont présentés les scores associés à trois sites stir TRIF,
5270, 5359 et 5673, et reflétant leur probabilité de phosphorylation, ainsi que le
contexte d’acide aminés des sites et l’accessibilité du solvant. A remarquer est la
présence d’ une prof me suivant immédiatement la sérine potentiellement
phosphoacceptrice, signe d’un site proline-Uitected. En (b) est présentée
l’accessibilité du site en fonction de sa localisation à l’intérieur ou à l’extérieur de la
protéine.
Les résultats (« scores ») possibles varient de O â l’infini, où O signifie une
concordance parfaite. La séquence fait référence au contexte d’acides aminés autour
du potentiel site de phosphorylation. La dernière colonne indique l’accessibilité du
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solvant (SA) à cette position, c’est-à-dire, si le site se trouve dans une cavité
hydrophobe ou caché à l’intérieur de la structure secondaire de la protéine. Les trois
sites retentis l’ont été pour leur faible score et leur accessibilité (Figure 19 a, colonne
de droite, b) : S270, S359 et S673. Le site S673 possède le score le plus faible ; de
plus, il est situé dans le domaine RHIM (RIP homotpic interaction motu)
nouvellement découvert, permettant l’interaction avec la kinase R1P—1 (174),
soulevant l’idée que la phosphoiylation de ce site soit impliquée dans l’activation de
NF-KB via TRIF. La kinase proposée était la p38 kinase, qui reconnaît des sites
proÏine-directed.
De tels sites, reconnus également par des kinases comme ERK2, sont caractérisés par
un résidu proline suivant une sérine/thréonine. Ils sont parmi les meilleurs repères
permettant de détecter le substrat potentiel d’une MAP-kinase (195). La présence
d’une proline suivant la sérine/thréonine penliet un meilleur positionnement de la
kinase, puisque la chaîne latérale de cet acide aminé est orientée de façon à ne pas
nuire à l’interaction (195). Ainsi, dans certains cas, le site accepteur de phosphate est
suivi d’une glycine, dépourvue de chaîne latérale, plutôt qtie d’une proline.
Nous avons donc généré, par mutagénèse dirigée, des mutants TRIF pour les
trois sites étudiés. La substitution de la sérine par une alanine, dont la chaîne latérale
ne peut être phosphoiylée, doit permettre de détecter, si un site donné est important,
une modification positive ou négative de l’activation de TRIF en réponse à sa
stimulation, par rapport au type sauvage. En effet, il n’est pas connu si la
phosphoiylation des trois sites mis en évidence aurait un effet stinndant ou inhibiteur
sur l’activité de TRIF. Ces trois mutants sont désignés S270A, S359A et S673A. La
substitution de la sérine par un acide aspartique, dont la chaîne latérale chargée mime
l’effet d’une phosphorylation, doit permettre d’obtenir, pour un site important, une
activation constitutive ou une perte d’activité de TRIF. Ces mutants sont désignés
S270D, S359D et S673D. Les mutants ont été confinués par séquençage.
Détermination des quantités de TRIF à transfecter afin d’obtenir une bonne
induction des rapporteurs par le poly(I :C)
Afin de déterminer si la phosphorylation de TRIF aux sites détenuinés
précédemment avait un effet sur son activité, c’est-à-dire sur sa capacité à induire les
facteurs de transcription NF-KB et IRF-3. nous avons réalisé des essais rapporteurs
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luciférase. Le gène codant pour la protéine luciférase chimioluminescente, est, dans
ces essais, sous contrôle d’un promoteur dont l’induction est modulée par la voie de
signalisation étudiée. Dans notre cas. les promoteurs utilisés sont celui de l’interféron
f3 (induit pat IRF-3 et NF-KB), 1SG56 (induit par IRF-3), ou p2(2)TK (induit par
NF-K3). Il est ainsi possible de détecter une activation des deux facteurs de
transcription émanant de TRIF. Les gènes rappoiÏeurs, ainsi que TRIF et TLR3, sont
transfectés dans des cellules HEK293T, choisies pour leur aisance à transfecter, ainsi
que pour leur absence d’expression de TLR. En effet, en n’utilisant que TLR3
transfecté, est ainsi exclue une activation de NF-KB ou IRF-3 par d’autres TLR, ce
qui limite l’interférence et le « bruit de fond ».
Pour les mutants sérine/alanine, le but est de mesurer la perte ou
l’augmentation d’induction des gènes rapporteurs, en réponse au ligand de TLR3, le
poly(l :C). Cependant, la simple transfection de TRIF dans les HEK293T suffisant à
induire les gènes rapporteurs, nous avons dû réaliser une cotirbe dose-réponse au
poly(l :C), en fonction de différentes quantités de TRIFwt transfectées. A partir de
SOng de TRIF (résultats non montrés), nous avons graduellement diminué la quantité
transfectée, pour obtenir l’induction par le poly(I :C) des rapporteurs la plus forte et
facilement observable. La figure 20 montre que pour les trois rapporteurs, luc-IFNf3
(a), luc-1SG56 (c) ou luc-p2(2)TK (b), la meilleure induction de la luminescence, par
rapport au niveau basal (non-stimulé), a été obtenue avec 0,lng de TRIF
respectivement 1,29 fois, 1,29 fois et 1,53 fois plus fortement. Lorsqu’il est question
d’induction des rapporteurs, le résultat est obtenu en divisant la luminescence
mesurée dans la condition stimulée au poly(I :C) par celle obtenue en absence de
stimulation. La quantité de TRIF optimale, qui sera utilisée par la stiite pour les
essais rapporteutrs, a ainsi été fixée à 0,1 ng. Pour des quantités plus grandes de TRIF,
soit la réponse au poly(I :C) était faible, soit celle-ci était très variable (Figure 20c,
voir 0,5ng TRIF).
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Figure 20: Induction de gènes rapporteurs luciférase, sous contrôle des
promoteurs l’interféron-3, JSG56, ou p2(2)TK en réponse à la stimulation par
diverses quantités de poly(I :C). Des cellules HEK293T ont été transfectées avec
les quantités indiquées sous l’axe des x dc TRIF, avec 25ng de constructions
rapporteurs luciférase sous contrôle des promoteur luc-IFN(3 ta), Iuc-1SG56 (c) ou
luc-p2(2)TK (b), ainsi qu’avec 2ng de pRL-TK et 250ng de TLR3. Après 48h de
transfection, les cellules ont été traitées pour la nuit, avec O,lmg/mL de poly(l :C)
préalablement morcelé par passage répété dans une aigtiille de format 25G. La
t;esure de l’activité des gènes rapporteitrs a ensuite été réalisée. La stimulation par le
poly(I :C) a induit les trois rapporteurs. même en absence de TRIF transfecté. La
meilleure induction a été obtenue, respectivement de 1,29 fois, 1,29 fois et 1,53 fois
le niveau de luminescence basal, pour les rapporteurs luc-IFNf3 (a), luc-1$G56 (c) ou
luc-p2(2)TK (b), avec la transfection de O,lng de TRIP.
Les mutants TRIF Ser/Ala ne confèrent pas une perte de réponse de TRIF au
poly(I :C)
La quantité optimale de TRIF à transfecter déterminée, notis avons étudié
l’effet des mutations Ser/AIa sur la capacité de TRIF à induire les trois gènes
rapporteurs, en réponse au poly(I :C), par rapport au type sauvage. La stimulation de
cellules n’ayant pas été transfectées avec TRIF produit, dans tous les cas, une
induction plus forte des gènes rapporteurs, par rapport aux cellules non stimulées
(induction des rapporteurs luc-IfN (a), luc-1SG56 (c) ou luc-p2(2)TK (b)
respectivement de 3,47 fois, 3,97 fois et 4,86 fois), que dans les conditions où TRIF a
ç;’ . ç:;’
o.
\
.c;’ ç;’
4- \
X
4-
$4
été transfecté (figw-e 21). Ceci indique la présence de TRIF endogène chez ces
cellules et que la transfection, même de quantité infinie de TPJf, fait perdre de la
sensibilité au système en induisant une luminescence basale, sans stimulation au
poly(I :C) masquant en partie l’effet de ce dernier. Par exemple, pour le rapporteur
Iuc-IFN-13 (figure 21a) il y a une induction de 3,47 fois de la luminescence par le
poly(I :C) en absence de TRIF transfecté (bleti), alors que la surexpression de TRIF
diminue cette induction à 1,53 fois (vert). Cependant, cette condition donne le niveau
d’induction de la luminescence auquel on devrait s’attendre dans le cas où la
mutation ferait perdre toute activité au TRIF transfecté. La figure 21 montre que la
transfection de mutants TRIf271A, TR1F359A oti TRIF 673A pour tes rapporteurs
luc-IFNf3 (a), luc-1SG56 (c) ou luc-p2(2)TK (b) a produit une induction de la
luminescence par le poly(I :C) ne différant pas significativement de celle obtenue
lors de la transfection de TRIF sauvage, soit environ respectivement 1,54 fois, 1,55
fois et 3,40 fois, en comparant, pour les trois rapporteurs les barres rouges, noires et
blanches aux barres vertes.
Ainsi, une mutation des sérines 271, 359 et 673 en alanine, dans le but
d’empêcher la phosphoiylation, ne module pas la réponse de gènes répondant à
l’activation de TRIF. Ceci signifie que l’impossibilité pour TRIF d’être phosphorylé
sur ces trois sites ne modifie pas sa capacité à induire la transcription génique par des
voies passant par NF-KB ou IRF-3.
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figure 21: induction de gènes rapporteurs luciférase, sous contrôle des
promoteurs l’interféron f3, 1SG56, ou p2(2)TK en réponse à la stimulation par
O,lng de poly(I :C), suite à la transfection de mutants TRIF S270A, S359A et
S673A. Des cellules HEK293T ont été transfectées avec O,lng de TRIFwt (en vert),
TRIf271A (en rouge), TR1F359A (noir), ou TR1f673A (blanc), avec 25ng de
constructions rapporteurs luciférase sous contrôle des promoteur luc-IfNf3 (a), Itic
1SG56 (c) ou luc-p2(2)TK (b), ainsi qu’avec 2ng de pRL-TK et 250ng de TLR3. Le
contrôle négatif (en bleu) a été transfecté avec toutes les constructions sauf TRIF.
Après 48h de transfection, les cellules ont été traitées pour la nuit, avec O,lmg/mL de
poly(I :C) préalablement morcelé par passage répété dans une aiguille de format
25G. La mesure de l’activité des gènes rapporteurs a ensuite été réalisée. En absence
de TRIF surexprirné, le poly(I :C) a augmenté la luminescence des rapporteurs luc
IFNf3 (a), luc-1SG56 (c) ou luc-p2(2)TK (b) respectivement de 3,47 fois, 3,97 fois et
4,86 fois. La transfection de mutants TRIF27IA (rouge), TRIF359A (noir) ou TRIF
673A (blanc) pour les rapporteurs luc-IFNf3 (a), luc-1SG56 (c) ou luc-p2(2)TK (b)
produit un niveau d’induction de la luminescence ne différant pas significativement
de celle obtenue par la transfection de TRIF sauvage (vert).
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La mutation des Ser 271, 359 et 673 en Asp chez TRIF ne module pas sa
capacité i induire des gènes rapporteurs controlés par N F-KB et IRF-3
La modification de l’induction des gènes rapporteurs par la surexpression des
mutants phosphomimétiques. en absence de stimulation au poly(1:C), par rapport au
type sauvage devrait être le reflet de l’importance de la phosphoiylation des sites
mutés dans la signalisation via IRJF. Les cas de régulation négative ou positive de
l’activité des promoteurs par les mutations sont également envisageables. Pour
différentes quantités de mutants phosphomimétiques TRIF, nous avons donc
comparé la capacité à induire les gènes rapporteurs, par rapport ati TRIFwt. La figtire
22 montre que les mutations phosphomimétiques engendrent une induction des gènes
rapporteurs, proportionnelle à la quantité de TR1f transfectée, comparable à celle
obtenue chez le type sauvage. En effet, pout le rapporteur luc-IFN-r3 (figure 22 a), la
transfection de 0,2ng, ing et 2ng de TRIF induit des niveaux de luminescence de 90,
199 et 339 RLU (en noir), comparativement à 0,298 en absence de TRIF (à droite).
En comparaison, les mutants TRIF S271D, S359D et S673D induisent, pottr les
mêmes quantités transfectées, des niveaux de luminescence respectivement de 96,
195, 307 RLU (blanc), 99, 205, 264 RLU (vert) et 106, 232, 300 RLU (bleu). Des
résultats similaires sont obtenus pour les rapporteurs luc-p2(2)TK (figure 22 b) et
luc-ISG56 (figure 22 c). Ces données indiquent que la phosphorylation de ces sites
ne suffit pas à doter TRIF d’une capacité accrue à activer ou inhiber les facteurs de
transcription Nf-KB et IRF-3.
$8
C
C
C
CD0)Q
D
o
CD
zw
E
C
)
DEDG)
S
CU)
w
CV
I
D)
G)
Q,.
D
0)0)C’o
c
fLL•)of
I
C’J
0)0)
_
_
_
_
_
_
_
CD0
)
_
_
_
_
_
_
_
0)C’)
o
_
_
_
_
_
_
0
)1
0)CD
C’)CD
‘H
C’).
F(‘10.
Q,
o)
—
D)
0)
,)
•f5
n)
C
O
)
zG)0)
D)
c
A
c
CVD)0
w
CV
I-
D)
G)
O
,
C‘u
,D
CVI
H—I
F
E
C’)
o
o
o
o
o
o
o
o
o
C
CD
O
CD
O
CD
O
CD
C’)
C’)
C’,)
C’)
fn-ii)
u
oi3npuI
C’)
CD
O
CD
C
ç’)
C’)
(n7J)
u
o!PnPuI
CD
O
C) 1SG56
300
250
‘ 200
-J
150
o
. 100
50
O
figure 22: Induction de gènes rapporteurs luciférase, sous contrôle des
promoteurs l’interféron f3, 1SG56, ou p2(2)TK en réponse à ta transfection de
différentes quantités de TRIF S270D, S359D et S673D. Des cellules HEK293T
ont été transfectées avec les quantités indiquées sous l’axe des x de TRIFwt (en noir),
TRIF27ÏD (en blanc), TRIF359D (en vert), ou TRIF673D (en bleu), avec 25ng de
constructions rapporteurs luciférase sous contrôle des promoteur luc-IFNf3 (a), lue
I$G56 (e) ou luc-p2(2)TK (b), ainsi qu’avec 2ng de pRL-TK et 250ng de TLR3. Le
contrôle négatif (à droite) a été transfecté avec toutes les constructions sauf TRW. La
mesure de la luminescence a été réalisée 48h post-transfection. La surexpression de
quantités croissantes de TRIF, 0,2ng, ing et 2ng, a induit proportionnellement une
induction de l’activité luciférase des rapporteurs (noir). La transfection des mutants
TRIF S271D (blanc), S359D (vert) et S673D (bleu) a causé l’induction des
rapporteurs d’une façon ne différant pas significativement de celle induite par TRIF
sauvage (noir). Pour le rapporteur luc-IFN-f3 ta), l’augmentation d’un facteur 10 de la
quantité de TRIE transfecté a augmenté la lctminescence de 3,76 fois pour le type
sauvage (noir), 3,19 fois pour $27 lA (blanc), 2,67 fois pour S359D (vert) et 2,83 fois
potir S673D (bleu). Les rapporteurs p2(2)TK (b) et 1SG56 (c) ont produit des
résultats similaires.
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Les bactéries Saliitonella tjphimuriuin n’activent pas IRF—3
Comme les bactéries à Gram négatif Stphhntwimn induisent t’apoptose chez
des macrophages, conditionnellement à l’expression de IRF-3 par ces cellules, nous
avons voulu savoir si ces procaryotes pathogènes activaient ce facteur de
transcription. Ces bactéries sont souvent étudiées comme modèle à l’invasion
bactérienne, vu leur facilité à cultiver. à manipuler génétiquement, et à infecter des
cellules épithéliales en culture (231). Nous avons donc utilisé comme modèle
cellulaire des cellules épithéliales de type HeLa. Nos outils bactériens comprenaient,
outre la souche sauvage SL 1344, les souches AssaR SL1344, affttblées d’une
mutation dans le composant ssaR du système de sécrétion les rendant incapables de
former des SCV (25), et S3103 x4370, possédant un défaut dans une protéine
inconnue de 54kDa, codée dans le plasmide de virulence et responsable de
l’adhérence à la cellule hôte (71). 11 est ainsi possible de distinguer si une possible
activation d’IRF-3 nécessite les étapes d’adhérence de la bactérie à la cellule hôte et
d’injection des protéines de virulence.
Suite à l’infection des cellules, l’activation de IRf-3 a été mesurée, par la
migration sur un gel d’acrylamide non dénaturant, un gel SDS-PAGE, ou par un
EMSA (Electmphoretic-mobititv shift asscn’). Cette dernière technique détecte la
liaison d’un IRF-3 activé à un élément de réponse nucléotidique radiomarqué, dans
notre cas l’élément ISRE de l’IL-15. La migration sur gel d’aciylamide non-
dénaturant permet de visualiser la radioactivité associée à l’ADN lié à IRF-3. La
liaison d’un anticorps neutralisant (anti-IRF-3) au contrôle positif du EMSA,
abolissant l’interaction sonde/IRF-3, penriet de déterminer, parmi toutes les bandes
obtenues, celle correspondant au signal recherché. Sur gel SDS-PAGE, la
phosphoiylation d’IRF-3 (en C-terminal) est détectée, lors d’un immunobuvardage,
par un retard sur gel (formes 111 et IV) par rapport aux formes I et 11(220). Sur un gel
natif, c’est la dimérisation dti facteur de transcription qui est détectée, par
immunobuvardage, également par sa migration plus lente par rapport au monomère.
Le contrôle positif consiste en tine infection par le virus de Sendaï, dont la capacité
d’activation de IRF-3 est connue (154). La figure 23 montre, par gel d’aciylamide
natifs ou par SDS-PAGE que l’infection de HeLa par S.typhirnurium SL l344wt ta,
b), ssaR SL1344 (e, d) ou SB1O3 x4370 (e, f) n’induit ni la phosphomylation en C-
terminal, ni la dimérisation d’IRF-3. La figure 25b montre, cette fois par EMSA,
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Figure 23: S.typhimurium n’active pas IRF-3 chez des cellules HeLa. Des
cellules HEK293T ont été infectées par des bactéries S.typhimurim (MO1= 100) de
souche sauvage (a, b), SBIO3 X4370 (e, d), ou \SSaR SL1344 (e, f) pour les duréesindiquées ou par le contr&le Sendaï Virus (100HAU/106 cellules). Les infections ont
été faites dans dti milieu contenant 50ig/rnL de gentamycine pour les 2 premières
heures, avant de descendre la concentration d’antibiotique à 5tg/mL pour le reste del’infection. L’activité de IRF-3 a été détectée grâce à sa dimérisation, par geld’aciylamide natif (b, d, f), ou grâce à sa phosphorylation, par SDS-PAGE (a, e, e).
IRF-3 a été révélé par un anticorps anti-IRF-3 (2tg/mL).
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Les bactéries E PEC n’activent pas IRf-3
Les bactéries à Gram négatif EschericÏiia coÏi entéropathogènes (EPEC), sont
de proches parents de S.typbimurium (231). Ainsi, nous avons voulu savoir si elles
aussi pouvaient potentiellement activer IRF-3. La dimérisation et l’activation, c’est—
à-dire la capacité à lier l’ADN, ont dans ce cas été mesurées par gel d’aciylamide
natif et par EMSA, de la même manière que pour S.tiphimurium. Les figures 24 et
25a montrent qtie IRF-3 n’est pas dimérisé et ne se lie pas de façon détectable à
l’ADN chez des cellules HeLa infectées par des EPEC. La mutation de la
composante TIR du système d’injection (ATIR), ne rétablit pas l’activation de IRF-3.
La répétition des mêmes manipulations chez des cellules U937 différenciées en
macrophages par le phorbol ester PMA n’a pas donné de résultats différents
(résultats non montrés).
Un contrôle positif supplémentaire, où un sttpershift par un anticorps anti
IRF-3 sur des échantillons infectés par des bactéries est tenté, fait défaut aux figures
24 et 25 et il serait approprié de l’inclure sur d’éventuelles répétitions de ces
manipulations. En effet, bien qu’il soit connu que le virus de Sendaï active IRF-3 et
en provoque donc une dimérisation (154), il n’est pas exclu que les bactéries étudiées
conduisent à la formation de complexes avec d’autres membres des IRF-3,
produisant ainsi des bandes en EMSA ne migrant pas à la même hauteur. Par
exemple, en plus de former des hétérodimères avec IRF-7, tel que décrit plus haut
(222), IRF-3 peut. en réponse à la stimulation virale, se lier à IRF-5 (276).
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figure 24: E. cou n’active pas 1RF-3 chez des cellules HeLa. Des cellules fleLa
ont été infectées avec des bactéries EPEC de sotiche E234$/69 sauvage(a) ou ATIR(b) pour les durées indiquées ou par le contrôle Sendaî Virus (ÏOOHAU/106 cellules).
De la gentarnycine (lOO1g mL’) a été ajoutée deux heures post-infection. L’activité
de IRf-3 a été détectée grâce à sa dirnérisation, par Westwem blot sur un gel
d’acrylamide natif IRF-3 a été révélé par tin anticorps anti-IRF-3 (2ig/mL).
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figure 25: S. typhimurium et f. cou n’activent pas IRE-3 chez des cellules
HeLa, tel que démontré par EMSA. Des cellules HeLa ont été infectées avec des
bactéries EPEC de souche E2348/69 sauvage ta) ou S.typhimurim de souche sauvage(b). L’activation de IRF-3 a été détectée par EMSA avec la sonde ISGI5
radiomarquée. La migration a été réalisée sur un gel d’aciylamide non dénaturant.
Skp2 interagit avec IRF-3 in vitro
Comme il est connu que IRF-3. suite à une activation prolongée, est dégradé
par tin mécanisme impliquant le protéasome, puisqu’il est inhibé par le MG132
(154), et que les protéines hyperphosphoiylées comme IRF-3 sont souvent menées à
l’ubiquitination/dégradation via tin complexe d’ubiquitine ligase de type SCF (49),
nous avons voulu déterminer si une des composantes d’un tel complexe, Skp2, était
capable d’interagir avec IRF-3.
Les protéines cycline E et f3-caténine sont des exemples subissant une
dégradation selon un mécanisme nécessitant un complexe SCF (272). 11 avait été
préalablement mis en évidence dans notre laboratoire, par surexpression et co
immunoprécipitation, que IRF-3 était ubiquitiné (Annie Bibeau-Poirier et Marc
Servant, résultats non publiés). L’implication de Skp2 (S-phase kinase-associated
protein 2) est connue, entre autres, dans la dégradation de l’inhibiteur de CDK p27,
un mécanisme de contrôle du cycle cellulaire (30), dans celle du facteur de
transcription c-Myc, une oncoprotéine contrôlant l’expression de gènes impliqués
dans la croissance cellulaire, l’apoptose et l’oncogénèse (254) et dans la dégradation
du facteur de transcription FOXOI, modulant l’expression de gènes contrôlant l’arrêt
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du cycle cellulaire et l’apoptose (121). La capacité de Skp2 à induire I’ubiquitination
d’un factetir de transcription ne serait donc pas une nouveauté.
Comme, dans les complexes SCF, la F-box protein Skp2 est responsable de
l’interaction avec le substrat, via des répétitions riches en leucine. (272), nous avons
voulu savoir si Skp2 et IRF-3 étaient capables de s’associer in vitro. Nous avons
donc produit, in i’itro, par un système de transcription/traduction, la protéine
chimérique Myc-Skp2 et, par un système bactérien, la protéine chimérique His-IRF
3, possédant une série d’histidines permettant son isolement par un système de billes
nickel/sépharose capables de s’y lier. Nous avons ensuite incubé Myc-Skp2 et IRF-3,
fait un pull-clown sur l-Iis-IRF-3, puis migré sur gel SDS-PAGE. Dans le contrôle
négatif, nous avons fait un pull-clown I-lis sur une réaction ne contenant que Myc
Skp2, sans His-IRF-3. Nous avons également voulu déterminer si l’état de
phosphoiylation de IRF-3 modifiait sa capacité à interagir avec Skp2. Pour ce faire,
nous avons réalisé un essai kinase avec de l’ATP radiomarqué, sur IRF-3, avec la
kinase flag-IKKc produite in vitro, préalablement au couplage avec Myc-Skp2.
La figure 26 (ligne 1) montre que Myc-Skp2 n’est pas détectable si le pull
clown I-lis est fait sans His-IRF-3 cela signifie une absence d’interaction non
spécifique entre Myc-Skp2 et les billes de nickel-sépharose, utilisées pour le pull-
clown. Les lignes 2 et 3 montrent en revanche une apparition de Myc-Skp2 si la
même réaction est faite en présence de His-IRF-3, phosphoiylé oti non. il ne semble
pas y avoir modulation de l’interaction entre Myc-Skp2 et His-IRF-3 en fonction de
l’état de phosphoiylation de ce dernier. Il convient de noter que His-IRF-3 a
tendance à diffuser d’un puit à l’autre, ce qui explique sa détection atix lignes 1 et 4.
Ce résultat signifie que Myc-Skp2 suit His-IRF-3 lors d’tin pull-down, donc,
qu’ils sont susceptibles d’interagir ensemble, du moins in vitro.
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Figure 26: Interaction in vitro de Myc-Skp2 et His-IRf-3. Le produit del’incubation de Myc-Skp2, produit in vitro, et de His-IRF-3 (ligne 2) ou Nis-IRF-3-2P (ligne 3) a été déposé stir gel SDS-PAGE après un pull-down par des billes de
nickel/sépharose. La ligne Ï contient Myc-Skp2 ayant subit un pull-down par desbilles de nickel/sépharose sans avoir été incubé avec His-IRF-3. La ligne 4 contientle produit de la traduction in vitro Myc-Skp2, à titre d’indication. La présence deMyc-Skp2 a été détectée par un anticorps dirigé contre l’épitope Myc (9E10)(I tg/niL) et celle de His-IRF—3, suite au « strippage » de la membrane, par un
anticorps dirigé contre le domaine NES de IRF-3 (lig/mL).
La réciproque de l’expérience illustrée à la figure 26, c’est-à-dire la détection
de His-IRF-3 suite à une immunoprécipitation de Myc-Skp2 a été problématique, vu
les interactions non spécifiques récurrentes entre His-IRF-3 et les billes couplées à
un anticorps anti-Myc. La substitution des épitopes couplés aux protéines (flag-Skp2,
Ha-Skp2. GST-IRF-3) n’a pas permis de surmonter ce problème.
La surexpression de Skp2 induit la dégradation de IRF-3
Parce que les complexes $CF’2 mènent à l’ubiquitination de leurs sttbstrats,
dont le résultat est la dégradation via le protéasome (272), nous avons voulu savoir si
la surexpression conjointe de Skp2 et d’IRF-3 avait un effet sur la stabilité de ce
dernier. Le modèle cellulaire utilisé a été la cellule HEK293T, facile à transfecter.
Les cellules ont été transfectées avec une quantité constante de flag-IRF-3
(lOOng), et avec O,5tg ou 4,Otg de Myc-Skp2 wt ou N150 dominant négatif. Cette
÷ + + +
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dernière construction possède une mutation dans son domaine f-box, empêchant
l’interaction avec les autres membres du complexe SCf (figure 2$). Après 36h de
transfection, les cellules ont été traitées 4h au cycloheximide : en bloquant la
traduction de nouvelles protéines, la dégradation de la quantité de IRf-3 présente au
début du traitement petit être mieux visualisée. La figrtre 27 montre que, en
comparaison avec le contrôle sans Skp2 (ligne 1), la présence de 4,0tg de Myc-Skp2
wt induit une forte dégradation de IRF-3 (ligne 3), alors que la présence de Myc
Skp2 NI 50 annule cet effet.
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45 *Myc-Skp2 N150
* B-Actine
pFlag-IRF-3wt (pg) 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
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—
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Figure 27: Dégradation de flag-IRF-3 par la surexpression de Myc-Skp2. Un
vecteur codant pour IRF-3 a été transfecté dans des cellules HEK293T, dans chaque
condition. Ont également été transfectés Myc-Skp2 (lignes 2 et 3) ou Myc-Skp2
NiSO (lignes 4 et 5). Les lysats cellulaires ont été migrés sur SDS-PAGE et IRF-3
révélé par immunobuvardage, à l’aide d’un anticorps dirigé contre l’épitope flag(1ig/rnL), alors que Myc-Skp2 et Myc-Skp2 Nl50 l’ont été par un anticorps dirigé
contre I’épitope Myc (9E10) (ljig/rnL). Un chargement égal de protéines dans
chaque puit a été vérifié par un anticorps anti-actine.
La surexpression de Myc-Skp2 fonctionnel induit donc une instabilité de la
protéine IRF-3, alors qu’un mutant non fonctionnel, Myc-Skp2 N 150, ne le fait pas
significativement. Le rapport optimal Skp2 t IRE-3 (in tin) est de 40 t 1.
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DISCUSSION
Aux premières loges de la reconnaissance des envahisseurs viraux, bactériens,
ou fongiques, se trouvent les toïl-like receptors l’expression induite par les TLR, de
gènes codant potir des cytokines proinflammatoires, des interférons, et des molécules
co-stimulantes, en combinaison avec la présentation d’antigènes médiée par la
phagocytose, mènent au développement de l’immunité adaptative (241). L’induction
génique par les TLR fait appel à des facteurs de transcription (NF-iB, IRF-3 et AP
I) dont l’activation implique une série de kinases et d’adaptateurs (241). La
connaissance des mécanismes modulant l’activité d’un de ces facteurs de
transcription, IRf-3, est encore incomplète, et est d’une grande importance en
immunologie, vu le rôle de pivot que celui-ci joue dans l’établissement d’une
stratégie précoce de lutte aux pathogènes.
Les questions abordées dans ce mémoire touchaient les voies de signalisation
menant à l’activation d’IRF-3 (phosphorylation de TRIF), la capacité de pathogènes
bactériens à l’activer ou non (S.typhinniritim et E.coÏi), ainsi que les mécanismes
responsables de sa dégradation via le protéasorne (complexe SCF2).
À l’aune des résultats obtenus, nous pouvons tout d’abord affirmer que la
phosphoiylation des sérines 270,359 et 673 n’a aucun effet sur la capacité de TRIF à
moduler l’activation des facteurs de transcription IRF-3 et NF-icB (Figures 21 et 22).
Comme le site $673 se trouve dans le domaine RHIM de TRIF, dont la capacité de
liaison avec RIP-1, menant à l’activation de NF-KB a été démontrée (174), la
phosphoiylation de ce résidu aurait pu avoir un impact sur l’activation de ce factetir
de transcription. La phosphoiylation de TRIF avait été mise en évidence par la
migration plus lente d’un TRIF co-immunoprécipité avec la kinase TBKI, par
rapport à la même expérience en présence de TBK1 dominant négatif (Figure 12,
215). Ces résidus particuliers avaient été choisis pour leur fort potentiel de
phosphoiylation par la kinases p38, établis à l’aide de l’algorithme disponible sur le
site Scansite (Figure 19).
Une approche logique dans la poursuite de ce projet consisterait en la création
de fragments de TRIF de différentes longueurs, couvrant la protéine en entier, et
clonés dans des vecteurs d’expression. Des essais kinase, avec la kinase TBKY (et
aussi IKK-E), permettraient de déterminer dans quelle région TRIF est phosphorylé,
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avant de re-soumettre la séquence à Scansite. Une telle méthode aurait l’avantage de
démontrer une phosphotylation plus directe de TRIF, et de permettre de se
concentrer sur des régions de la protéine, plutôt que sur son intégralité. Ceci fait, un
radiomarquage in vivo permettrait une observation de la phosphorylation de TRIE
dans des conditions un peu plus physiologiques. Cette technique consiste à priver des
cellules transfectées avec TRIF de phosphate, avant de les stimuler avec un ligand
activant TRIF, par exemple le poly(I :C), et de leur fournir, pour un temps limité, tin
milieu riche en phosphate radiomarqué. Le phosphate radiomarqué serait ainsi
incorporé à TRIF, advenant une phosphoiylation, et son devenir pourrait être étudié.
L’ importance de déterminer les modifications post-traductioirnelles
responsables de l’activation de TRIF vient de sa position à la croisée des chemins,
entre les voies NF-KB et IRF-3 (figures 10 et li). Les sites de liaison de TBKI et
TRAF6 sur TRIF pourraient se chevaucher (215) (figure 10) et il serait possible que
la phosphoiylation de certains sites soit responsable de l’activation d’une voie au
détriment de l’autre. Ainsi, il serait intéressant de rechercher des sites
phosphoaccepteurs près du TRAf6-binding motifde TRIF. où se lie TRAf6 et autour
duquel interagit 13K 1, en plus d’examiner le domaine RI-11M, qui permet la liaison
de RIP-1. Cependant, une phosphorylation au niveau du domaine TIR, qui
modulerait l’interaction entre TRIF et TLR3 ou TRAM ne serait pas à exclure. En
réponse à l’infection par des bactéries à Gram négatif, arborant du LPS immunogène,
il y a nécessité de la liaison de 13K-1 à TRIF, afin de permettre l’activation du
facteur de transcription IRF-3. Cet adaptateur est donc essentiel au développement
d’une réponse à ces bactéries passant par IRF-3.
Les bactéries et les cellules eucaryotes ayant co-évotuées durant des millions
d’années, les premières ont développé des systèmes permettant de court-circuiter les
mécanismes de défense mis en place par les seconds. Les exemples abondent: la
capacité de S.typhinuirittm à activer la sérine/thréonine kinase Akt, régulatrice de la
survie cellulaire, dans le but d’empêcher l’apoptose de la cellule hôte (232) a déjà été
mentionnée. De plus, il est connu que Bacillus anthracis, via sa toxine mortelle de
l’anthrax (LT), est capable d’empêcher l’activation de IRF-3 (42). La LI est
composée de deux sous-unités, protective Ag (PA) et lethaÏ factor (LF), dont la
seconde est une métalloprotéase à zinc qui clive de petits fragments de plusiettrs
isofonnes de MKK, annihilant leur activité et, par le fait même, l’activation de la
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kinase p38. Comme cette dernière n un rôle à jouer dans l’activation d’IRF-3 (181),
cette toxine est donc un moyen pour la bactérie d’empêcher l’induction de cytokines
et d’interférons. La bactérie buccale PoipÏrrmnionas gingii’aÏis est capable, quant à
elle, de produire différents types de LPS, dont la signification biologique est encore
mal connue, mais a été suggérée pour son rôle dans la capacité de la bactérie à être
un colonisateur persistant de la cavité buccale et une génératrice de maladies
inflammatoires (43). Les streptocoques de groupe A (GAS) produisent quant à eux
une DNase extracellulaire, SdaD2, qui permet aux bactéries d’échapper au système
immttnitaire (234). Des mutants au niveau de la DNase sont éliminés de l’organisme
infecté beaucoup plus rapidement que les bactéries de type sauvage. L’effet de ces
DNases serait de bloquer la destruction des bactéries de façon extracellulaire et non
leur phagocytose.
Outre les procaiyotes, des virus sont aussi capables de mettre un frein à la
réponse immunitaire, en ciblant l’activation d’IRf—3, agent majeur de l’hôte pour les
éradiquer le virus de l’herpès simplex (HSV-l) exprime pour cela les protéines
ICPO et vhs (virion host shut-offprotein) (15$). ICPO est capable de bloquer
l’activation de IRF-3 et de IRE-7, par un mécanisme impliquant un RING fil?ger et le
protéasome, mais sans dégradation de protéine connue, alors que vhs ciblerait
I’ARNm d’une manière non-spécifique, plus tard dans l’infection (158). Aussi, le
virus de l’hépatite C (HCV) produit la protéase NS3/4A, dont on a déjà mentionné le
rôle dans la neutralisation de RIG-l afin de limiter la production d’interférons (67),
qui est également capable de cliver l’adaptateur TRIf (152). Ce virus est donc
capable de bloquer deux voies distinctes menant à la production d’interférons.
Comme TRIF est situé directement après le récepteur TLR3, sa protéolyse bloque de
plus à la fois l’activation de IRF-3 et celle de NF-KB et des cytokines
proinflammatoires. Également, le coronavims responsable du SRAS (syndrome
respiratoire aigu sévère), le SARS-CoV, est capable de bloquer l’activité de
promoteurs de Ï’IfN-f3 et la production d’ARNm, en inhibant l’activation de IRF-3
(229). Cependant, le mécanisme est curieux : bien que IRF-3 ne soit pltis
hyperphosphorylé, n’homodimérise plus, ni ne recrute CBP, il est détectable dans le
noyau après l’infection. Le virus bloquerait dont une étape rapidement après la
translocation au noyau du facteur de transcription. Enfin, le cytomégalovims hctmain
(HCMV) produit une protéine structurale nommée pp65 (ppUL83) capable de
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prévenir l’accumulation de IRf-3 au noyau et ainsi sa capacité è induire la
transcription génique (1). Ces exemples ne sont pas exclusifs et d’autres virus sont
également capables de moduler l’activité de IRf-3.
Nos résultats plaident pour une capacité des deux espèces pathogènes de
bactéries, S.tphiinuriiim et EPEC, è déjouer le système immunitaire, en empêchant
l’activation du facteur de transcription IRE-3 (Figures 23 è 25). L’absence
d’activation de IRF-3 ne peut être expliquée par une infection déficiente : nous avons
de visu observé la croissance et l’intemalisation des bactéries dans les celltiles hôtes
(résultats non montrés). L’internalisation et l’adhérence de S.tphimuiium à la cellule
HeLa n’est pas requise à l’inhibition de IRF-3 les mutants ssaR SL1344,
incapables de former des SaÏmonelÏa-containing vesicÏes essentielles à l’invasion et è
letir multiplication intracellulaire, ainsi que les mutants SB 103 x4370, incapables
d’adhérer intimement è la membrane eucalyote, étape préalable è l’invasion,
n’induisaient pas d’activation d’IRF-3 (Figure 23 e è f). De même, la souche EPEC
ATIR, dont la composante TIR du système d’injection de type III est absente, est
aussi capable que la souche sauvage d’inactiver IRF-3 (Figure 24), signifiant que
l’injection de facteurs de virulence dans la cellule hôte n’est pas requise.
Comme l’intemalisation ou l’injection de protéines dans les cellules HeLa
n’est pas nécessaire pour permettre è ces bactéries d’échapper à l’activation d’IRE-3,
ce serait plutôt soit par la modification ou l’inhibition des récepteurs
transmembranaires de HeLa, comme les TLR, soit par la modification de leurs
propres structures bactériennes reconnues par les cellules hôtes, comme le LPS, qtie
S.typhimurimn et EPEC seraient le plus probablement capables de le faire.
Récemment, un article est paru, faisant référence è la capacité de S.typhimuriiun à
modifier le lipide A, une composante de son LPS, afin de moduler la signalisation
par TLR4 (142). Le lipide A est un disaccharide, t3,I’-6-lié de glucosamine
phosphorylé en positions 1 et 4’ et acylé en positions 2, 3, 2’ et 3’ par un R-3-
hydroxymyristate, relativement conservé parmi les espèces bactériennes (142). L’état
d’acylation du lipide A du LPS serait capable de modifier la réponse induite par
TLR4: un mélange de LPS modifiés induit une plus faible production de cytokines
par des cellules endothéliales de cordon ombilical humain (88). La bactérie
S.typhimuriztm possède donc un produit d’un gène de virulence, PhoP/PhoQ (8$)
capable de détecter le microenviroirnement de l’hôte et de réguler en réponse
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l’expression d’une lipide A 3-0-déacylase, PagL, et d’une lipide A
palmitoyltransférase, PagP. Les produits de ces enzymes, des lipides A bactériens 3-
0-déacylés et palmitoylés sont de 30 à 100 fois moins aptes que les lipides A
typiques à induire une signalisation médiée par TLR4 (142). S.ti’phiinuritiin est
l’unique bactérie connue à posséder un gène codant pour PagL (142), cependant, la
bactérie fseudomonas aertiginosa, qui exprime de façon constitutive une 3-O-
déacylase active de façon moins forte que E.coli la signalisation par TLR4 (92).
La forme générale du LPS étant importante à sa reconnaissance par TLR4
(183), iI est possible que l’état d’acylation du lipide A module la réponse
immunitaire en modifiant celte—ci. En effet, en utilisant des lipides A synthétiques,
possédant des secondes chaînes acyl de longueur variées, il a été montré que des
composés dont celle-ci possède moins de 8 atomes de carbone de longueur ont une
capacité dramatiquement réduite à activer TLR4, et été postulé que l’hexa-acylation
permettait une conformation conique au LPS lui conférant une plus facile
reconnaissance par TLR4 (233). La capacité de TLR4 à reconnaître le LPS ne serait
pas uniquement fonction du nombre d’acides gras sur le lipide A, mais aussi de leur
Localisation sur le squelette de glucosamine et de leur longueur (142).
La capacité de SaÏmoneÏÏa à déjouer le système immunitaire a récemment été
portée à un niveau supérieur, lorsque a été découverte une coordination de la
modification des molécules de surface de la bactérie, opérée par PhoP/PhoQ, en vue
de limiter à la fois l’immunité innée et l’immtmité adaptative (1$). Suite à l’infection
de souris par Saïmonella, et à la reconnaissance par le système immunitaire inné
(DC, neutrophiles, macrophages), des lymphocytes CD4 sont produits, qui ciblent
spécifiquement des protéines associées à ta bactérie ceux-ci reconnaissent des
protéines de différentes masses moléculaires, issues de la fragmentation par $DS
PAGE de lysats bactériens (18). Des organelles bactériens de surface, le flagelle et
les vésicules membranaires (MV), contenant plusieurs facteurs de virulence
bactériens, stimulent les ILR et contiennent également les antigènes reconnus par les
lymphocytes CD4 (18). Les produits des gènes de virulence PhoP/PhoQ sont
capables d’induire une diminution de l’expression de ces molécules de surface il y a
donc modulation de la reconnaissance primaire par les TLR, mais aussi de la
reconnaissance ultérieure par les lymphocytes CD4 du système immunitaire
adaptatif
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La modulation par les bactéries de la reconnaissance par les TLR de leurs
composantes peut être négative, mais également positive la bactérie intracellulaire
Shigel!aftexneri, proche de E.coli, libère dans le milieu de culture, lors de sa phase
de croissance exponentielle, des lipoprotéines bactériennes qui activent TLR2 (7). Le
rôle de ce mécanisme serait d’induire l’apoptose des macrophages attirés au site
d’infection, à l’aide d’un facteur de virulence, IpaB, ainsi que celle d’autres cellules
des follicules lymphoïdes intestinaux, sites de l’infection, dans le bttt de favoriser la
croissance bactérienne (7). La réponse immunitaire induite par les TLR, en recrutant
ait site d’infection des cellules permissives pour la réplication bactérienne, serait
aussi de cette façon mise à profit (1$). C’est probablement en réponse à cela que
c’est développé chez l’hôte le mécanisme de blocage par le LPS de la différenciation
de monocytes inflammatoires en DC, au site de la reconnaissance du PAMP,
empêchant l’évasion de cellules infectées (209).
Il semblerait donc que potir S.typÏ;iinurium, l’aptitude à éltider la réponse
immunitaire induite par l’activation de IRF-3 soit liée à la modification du LPS et à
une diminution de l’expression de molécules immunogènes de surface, contrôlées par
les facteurs de virulence PhoP/PhoQ (142, 18). La bactérie E.coÏi étant
évolutivement proche de S.tvphiiiiiuittin, leur divergence ne datant que de 100
millions d’années environ (149), il serait platisible qu’ils utilisent un système
similaire. De plus, les bactéries sont reconnues pour letir capacité à transférer des
gènes leur assurant un avantage sur leur capacité à se reproduire un simple fragment
d’ADN peut permettre à une souche E.coli inoffensive d’acquérir un phénotype de
pathogénicité (149). 11 ne serait donc pas étonnant que si un système efficace
pennettant l’infection de cellules eucaiyotes se soit développé, il ait été partagé entre
différentes bactéries.
La continuation logique de ce projet impliquerait la création de mutants
PhoP/PhoQ chez S.tphiniurium et la vérification de l’effet sur l’activation d’IRF-3.
Pour les EPEC, il faudrait identifier les protéines possiblement impliquées dans la
modification des molécules de surface. Vu leur parenté évolutive, une recherche
d’homologie de séquence avec PhoP/PboQ de £t)phimtIriu;n, sur le génome des
EPEC procurerait probablement des candidats intéressants.
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Le facteur de transcription IRF-3 n’est cependant pas inhibé dans la majeure
partie des infections efficaces. Son action, modulatrice de l’expression des
interférons doit être sévèrement contrôlée après son déclenchet;ent. La dégradation
de IRf—3 suite à une stimulation cellulaire prolongée, par un mécanisme impliquant
le protéasome, était connue, sans que ne le soient les détails (154). La dégradation de
protéines par le protéasome 26S est tin mécanisme, contrairement à celle se
déroulant dans les lysosomes, dépendant de l’ATP. Elle a été mise en évidence
lorsque fut découvert un système de protéolyse soluble, consommateur d’ATP, dans
des réticulocytes (précurseurs U’ éiythrocytes dépourvus de lysosomes) de lapin (62).
Dans le cytosol des réticulocytes, Ciechanover et ses collègues trouvèrent une
protéine, APF-l, se liant de façon covalente à certaines protéines en présence d’ATP
(38). L’équipe de Wilkinson finit par montrer que cette APF-l était en fait
l’ubiquitine (258), découverte dès 1975 (83) et coirnue pour se lier de façon
covalente à d’autres protéines (82). L’ubiquitination est aujourd’hui considérée
comme un marquage destinant les protéines à la dégradation par le protéasome.
Une série de complexes protéiques sont nécessaire à la sélection du substrat et
au transfert sur celui—ci d’une chaîne d’ubiquitine : les Ubiquitin activating enzymes
(E 1), les Ubiquitin conjugating enzymes (E2), et les Ubiquitine protein Ïigase (E3).
L’ubiquitine doit dans une première étape être activée par une El, qui après
hydrolyse de l’ATP, forme avec elle un complexe ubiquitine-adénylate puis un lien
thioester (89, 199). L’ubiquitine est ensuite conjuguée, lorsqu’elle est transférée vers
ttne E2, avec laquelle elle forme un lien thiol-ester. La spécificité du substrat est
conférée par la 13 (143, 254), dont la plupart des organismes possèdent plusieurs
types, contre quelques E2 et une seule El (199). La E3 transfère finalement, par un
lien isopeptide covalent (272), l’ubiquitine sur tin résidu lysine du substrat pour
former une chaîne de poly-ubiquitine (143).
Sachant que IRF-3 était polyubiquitiné (Airnie-Bibeau Poirier, Marc Servant,
résultats non publiés), c’est sur l’identification de la 13 ligase impliqttée dans sa
dégradation que nos efforts se sont concentrés. Il s’agit d’un complexe multi
protéique comprenant deux grandes familles : les HECT-type, formant un
intermédiaire E3-ubi-thioesther, et les RING-type, ne semblant pas former un tel
intermédiaire (272). Les E3 RING-type de type SCF, d’après leurs composantes,
Skpl-Cullin- F-box protein (en plus de Rbxl), forment la grande majorité. De plus,
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les protéines hyperphosphoiylées, telles 1RF-3, sont fréquemment ciblées par des
complexes SCf (19, 28). Le pont avec la F2 est fait via le domaine RiNG de Rbxl
(70a.a.). Un long bras de I 1OÂ sert de protéine d’échafaudage, maintenant à la bonne
distance la E2 de la protéine substrat la culline (Cuti) (figure 28). Entre Culi et la
f-box protein, partie variable du complexe, responsable de la sélection du substrat
(272) se trouve Skpl, membre de la famille des cullines. Le motif F-box, d’environ
40-50 acides aminés, présent chez 38 protéines humaines, présent en général en N-
terminal, est peu conservé et difficilement discernable à l’oeil (143).
figure 2$: Complexe SCf-ubiquitine ilgase proposé pour t’ubiquitination de
IRf-3. IRT-3 interagit avec Skp2 via ses répétitions riches en lettcine. L’ubiquitine
est transféré sur un résidu lysine de IRF-3 par la E2 Ubiquitin-conjugating, qu est
recnttée au complexe E3 via le domaine RING de Rbxl.
Une protéine à f-box d’tm intérêt particulier est Skp2 elle est impliqtiée,
comme déjà mentionné, dans la dégradation de l’inhibiteur de CDK 77KlPI (30),
dans celle des facteurs de transcription c-Myc (254) et FOXOI (121), en plus de
mener à la protéolyse de p57I(hl2 (135). Son râle dans la régulation du cycle cellulaire
fait que son expression et sa stabilité varie en fonction des phases de celui-ci. Par
exemple, chez les cellules musculaires lisses vasculaires, la prolifération est régulée
par le contrôle de la stabilité de Skp2 par la focal-adhesion kinase (FAK) (21). Skp2
E2 Ubi
conjugating
Domaine RING
Ubï
F-box
____
O:P04
r’
SkpJ
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est liée à Skpl via sa F-box et interagit avec le substrat à l’aide de répétitions riches
en leucine (217).
Nous avons démontré une interaction entre Skp2 et IRf-3, à l’aide de
protéines produites in vitro (figure 26). Les protéines n’étant pas issues d’un lysat
cellulaire, l’absence de composantes cellulaires, outre celles potentiellement
originaires des réticulocytes de lapin utilisés pour la production in vitro des
protéines, plaide pour une interaction directe, sans l’intermédiaire de protéines
adaptatrices. La phosphoiylation d’IRF-3 par la kinase IKK-c ne semble pas moduler
l’interaction avec Skp2. L’explication probable est qu’aux concentrations non-
physiologiques de protéines utilisées lors de l’incubation, les interactions protéines—
protéines sont si favorisées que la phosphorylation, probablement importante en
conditions normales, n’a plus un effet significatif.
En plus d’interagir avec IRF—3, nos résultats, réalisés dans un système
cellulaire où les autres composantes du système ubiquitinatioiVprotéolyse sont
présentes de façon endogène, démontrent que la co-transfection de Skp2 contribue à
diminuer sa stabilité (figure 27). Après un temps assez long laissé après la
transfection, afin d’asstirer une expression suffisant des protéines, les cellules ont été
traitées 4h au cycloheximide, afin que la dégradation de IRF-3 ne soit pas compensée
par une néosynthèse. La même expérience, effectuée avec un Skp2 N 150, possédant
une mutation dans sa F-box, donc déficient dans sa liaison ati reste du complexe
SCF, ne montre pas une dégradation de IRF-3 comparable au Skp2 sauvage (figure
27 lignes 1,4,5).
Pris ensemble, ces résultats montrent que Skp2 est capable d’interagir avec
IRf-3 et de mener à sa dégradation, conditionnellement à sa capacité de lier le reste
du complexe SCf via sa F-box. Ce mécanisme permet, une fois la transcription des
gènes sous contrôle de IRF-3 activée, de limiter dans le temps l’activité
transcriptionnelle de gènes dont le produit peut à long terme être dommageable à la
cellule, par exemple, en induisant l’apoptose (10$, 202). La régulation négative de
facteurs de transcription est un phénomène courant et essentiel au maintient de
l’homéostasie cellulaire. Par exemple, Nf-K3 possède un mécanisme de rétro
inhibition en stimulant, suite à son activation, la production de son propre inhibiteur,
IKBŒ, responsable de la translocation du facteur de transcription vers le cytosol
(101).
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CONCLUSION
La connaissance de la régulation de l’expression géniqtie nous approche de
l’essence même de la vie, qui fait entrer enjeu des concepts tels l’homéostasie, l’attto
conservation et l’auto réplicaction de l’organisme, qui sont, à la base, codés dans
l’ADN. Les moyens que prend un organisme pour coordonner l’expression de la
phénoménale quantité d’ information disponible dan s un génome peuvent, lorsque
déficients, être à l’origine d’abérations menant à la destruction de la vie, comme le
cancer. Sur un plan plus pratique, l’acquisition d’infonnations sur les facteurs de
transcription, sur les voies signalétiques menant à leur activation, ainsi que stir les
facteurs environnementaux interagissant avec eux (bactéries, virus, cytokines.
facteurs de croissance, etc.) permet à l’homme de repousser de plus en plus
efficacement la maladie, en combattant cancer et infections, et d’ainsi octroyer à sa
fonction d’ auto-conservation une dimension supérieure.
L’immunologie est une science relativement jeune, et sa branche cadette,
l’étude du système immtmitaire inné, est en voie d’ouvrir de nouvelles avenues
permettant de battre en brèche des maladies jusqu’alors incurables. Le facteur de
transcription IRF—3 possède un rôle central dans la mise sur place d’tine stratégie
précoce de lutte contre l’infection. Il est ainsi une cible privilégiée d’organismes
désireux de pénétrer la cellule hôte en éludant son système immunitaire. Nous avons
montré que les bactéries £tiphiinuriuin et E.coli entéropathogènes sont de tels
organismes capables de bloquer l’activation d’IRF-3. L’élucidation précise des
mécanismes leur conférant cette aptittide permettra à terme de leur opposer une lutte
plus efficace et de sauver des vies dans les pays où les infections causées par ces
proca;yotes sont endémiques. Nous avons aussi tenté de clarifier les modifications
post-traductionnelles subies par l’adaptateur TRIF lors de son activation. Bien que
n’ayant pas réussi à cibler les sites précis de la phosphorylation, nos résultats ne la
remmettent pas en question et leur identification n’est qu’une question de temps et de
volonté. Nous avons finalement jeté un peu de lumière sur les mécanismes
responsables de la dégradation de IRF-3, après que son rôle eût été joué, et identifié
la protéine Skp2 pour son rôle dans ce phénomène.
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